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Uber die Lichtabsorption und den Eisengehalt 
des Blutfarbstoffes. 


Von 
Hans Aron. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der Kgl. Landw. Hochschule 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 8. Dezember 1906.) 


Im Gegensatz zu der iilteren, allgemein verbreiteten Anschau- 
ung, da der Blutfarbstoff der héheren Tiere ein einheitlicher, che- 


misch wohldefinierter Kérper sei, ist in neuerer Zeit vornehmlich 
von Bohr’) die Ansicht vertreten worden, daB im Blute ein Ge- 
misch verschiedener Hiimoglobine (a, 8, y) von verschiedener Licht- 
absorption, verschiedenem Eisengehalt und verschiedenem Sauer- 
stoffbindungsvermégen vorliege. Bei der Untersuchung einer groBen 
Zahl ganz frischer, mit 0,1°/)iger Sodalésung verdiinnter Blutpro- 
ben anscheinend gesunder Tiere hatten Franz Miller und Verf. *) 


fiir das Verhiltnis der beiden Lichtextinktionskoeffizienten . keine 


konstanten Werte gefunden *), wie man das fiir einen einheitlichen 
Blutfarbstoff mit Hiifner*) fordern miifte. 


Zum Verstindnis dieser Bestimmungen, die mit dem Hiifnerschen 
Spektrophotometer nach Hiifners Vorschrift ausgefiihrt wurden, sei nur 
gesagt, daB der Extinktionkoeffizient ¢ die Lichtabsorption im Bezirk 

*) Bohr, Skand. Arch. 8, 10ff. und Nagels Handbuch 1, 1, 70. 

*) Aron und Miiller, Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 1906, Suppl. 109 
bis 132. 

*) Anm. wihrend der Korrektur: Auf die soeben von v. Zeynek 
gegen unsere Messungen erhobenen Einwinde (Ztschr. f. physiol. Chem. 49, 
467) erwidern Miiller und ich an der gleichen Stelle, 

*) Hiifner, Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 1894, 132. 

Biochemische Zeitschrift Band III. 











Hans Aron: 


zwischen den Wellenliingen ) == 569—557 » entsprechend der Mittelregion 
zwischen den beiden Spektralstreifen des Oxyhiimoglobins und der Extink- 
tionskoeffizient ©’ die Lichtabsorption der Blutfarbstofflisung im Bezirk 
zwischen } = 546-534 » entsprechend der dunkelsten Partie des im Griin 
gelegenen sogenannten £-Streifens des Oxyhimoglobins ausdriickt. Im 
iibrigen muB auf die zitierte Abhandlung verwiesen werden, in der auch 
das Prinzip der Methode, sowie die beobachteten Kautelen kurz erliutert 
werden. 

Auch bei der jetzigen Fortsetzung dieser Untersuchungen wei- 
sen wieder die an ganz frischem Pferde-, Kilber-, Hunde-, Kanin- 


chen- und Katzenblut gefundenen Werte fiir “ die methodische 


Fehlerméglichkeit weit iiberschreitende Differenzen (1,37 —1,57) 
auf. Bei einer Reihe von Messungen mit dem von ihm konstru- 
ierten Mikrospektralphotometer') hat auch Th. W. Engelmann fiir 

ebenfalls recht schwankende Werte erhalten und das Resultat 
dieser Messungen, das von dem unserigen vollstindig bestiitigt 
wird, im AnschluB an unsere erste Mitteilung jetzt kurz veréffent- 
licht *). 

Es war auffillig, daf unter den von der Mittelzahl abweichen- 

’ 

den Werten besonders hiufig niedrige Werte fiir * vorkommen und 
es erschien das Vorhandensein noch eines zweiten Farbstoffes wahr- 
scheinlich, dessen Lichtabsorption in den untersuchten Spektral- 
bezirken von der des Oxyhimoglobins abweicht und zwar so, dab 
die Extinktionskoeffizienten e” und e um einen geringeren Betrag 
differieren, die Verhiltniszah] also kleiner ist. Von den bekannten 
Derivaten des Oxyhimoglobins kiimen hier vor allem das reduzierte 
Himoglobin und das Methiimoglobin in Betracht. Da das Vor- 
handensein reduzierten Hiimoglobins in unseren Versuchen ausge- 
schlossen werden konnte¥), liegt der Verdacht, der schon friiher 
von uns ausgesprochen wurde, nahe, da die beobachteten Abwei- 
chungen auf eine Beimischung von Methimoglobin zuriickzufiih- 
ren sind, 

Ich habe mich deshalb bemiiht, durch die folgenden Unter- 
suchungen einmal den sicheren Nachweis zu erbringen, daf es sich 
hier in der Tat um das Vorhandensein yon Methimoglobin in 

‘) Ztschr. f. wiss. Mikroskopie 5, 289. 1889. Sitzungs-Berichte der 
Akad. d. Wiss. Berlin 26,6. 1902. 

*) Verhandlungen der Pysiol. Gesellsch. Berlin 1906, 53/54. 

5) Durch Siattigen mit Luft. 
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frischen Blutproben handelt, weiter aber die Bedingungen der Ent- 
stehung des Methiimoglobins niiher kennen zu lernen, vor allem 
im Hinblick auf die Frage, ob das Methimoglobin als normaler 
Bestandteil der Erythrocyten oder als ,,Zersetzungsprodukt“ (Hiif- 
ner u. v. Zeynek’) des Blutfarbstoffes anzusprechen ist. 

Zum Nachweis des Methiimoglobins schien es mir am geeig- 
netsten zu versuchen, das Methimoglobin, das wir in den Blutpro- 
ben annehmen, wenn méglich in Oxyhimoglobin zu verwandeln; 


dann miiBte eine Erhéhung des Quotienten — zu konstatieren sein. 


Methimoglobin 1aBt sich leicht zu Haimoglobin reduzieren; so wird 
z. B. bei der sogenannten Selbstreduktion im Blut enthaltenes Me- 
thimoglobin nach einiger Zeit zu Himoglobin reduziert. Dieses 
kann durch Sattigen mit Luft za Oxyhaimoglobin oxydiert und auf 
diesem Wege die gewiinschte Umwandlung von Methaimoglobin in 
Oxyhiamoglobin erzielt werden *). 

Zuerst habe ich mich durch spektroskopische Untersuchungen mehr- 
fach davon iiberzeugt, da8 Blut einer mit Anilin vergifteten Katze, welches 
ganz briiunlich war und deutlich den Methimoglobinstreifen gab, in ein 
Reagenzglas eingeschmolzen einige Tage bei Zimmertemperatur aufbewahrt, 
kirschrot wurde und jetzt bei Arterialisierung mit Luft ein reines Oxy- 
himoglobinspektrum zeigte. 

Ich habe diese Selbstreduktion dann mit den frischen Blutsoda- 
lésungen, wie sie zur spektrophotometrischen Untersuchung benutzt 
werden, auszufiihren versucht, aber mit negativem Erfolge. 

Nur kurze Zeit (ca. 3 x 24 Stunden) unter Luftabschlu8 aufbewahrte 
frische Blutsodalisungen (1 Blut : 50 oder : 100 Sodalésung) reduzieren sich 
wohl zum Teil, der Quotient . ist aber nach Arterialisierung meist gleich 
dem der frischen Lésung. Frei an der Luft stehend zersetzen sich diese 
Lisungen unter Herabgehen des Quotienten; nach einigen Tagen fairben 
sich sie briunlich und zeigen bei der spektroskopischen Untersuchung den 
Methimoglobinstreifen im Rot. Diese Zersetzung tritt iibrigens 
sicherlich nicht in der Zeit ein, in der auch bei langsamster 
und sorgfaltigster Arbeit die Lisung am Spektrophotometer 
steht. Ich habe verschiedene Male 1 bis 2 Stunden nach der Bestimmung 
die Ablesungen wiederholt und dabei niemals Werte bekommen, die auBer- 
halb der methodischen Fehlergrenze von den ersten differierten. Da nun 
durch Ferricyankalium-Zusatz methiimoglobinhaltig gemachtes Blut mit 


") Hiifner, a.a.O. v. Zeynek, Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 1899, 
464 ff. 


*) Jiderholm, Ztschr. f. Biologie 16, 1—24. Araki, Ztschr. f. 
physiol. Chem. 14, 405—415. 


1* 
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Sodalisung ca. 100fach verdiinnt nach 8tigigem Stehen unter Luftabschlu8 
kein Verschwinden des Methimoglobinstreifens zeigte, mu8 man annehmen, 
de8 die im so stark verdiinnten Blut vorhandenen reduzierenden Substanzen 
keine geniigende Wirkung entfalten. Ich habe deshalb noch versucht 
durch Zusatz reduzierender Stoffe wie Ferrum reductum und frischen Mus- 
kels eine schnellere und energischere Reduktion zu erzielen. Ferram re- 
ductum scheint ohne Einflu8 zu sein. Nach Zusatz von Muskeln reduzieren 
sich Blut-Sodalisungen sehr schnell. Diese Lisungen lassen sich aber, 
wohl weil zu viel reduzierende Substanzen in die Lisung iibergehen, nur 
schwer wieder oxydieren und werden selbst an der Luft schnell wieder 
venis, was eine spektrophotometrische Untersuchung unméglich macht. 


SchlieBlich bin ich dazu iibergegangen, die Reduktion im 
unverdiinnten Blute vorzunehmen. 

So wurde zu den folgenden Versuchen wahllos von einer ganzen 
Reihe frisch zur spektrophotometrischen Untersuchung gekomme- 
ner Blutproben je ca. 10 ccm Blut so in ein Reagenzglas einge- 
schmolzen, da8 nur noch ein Luftraum von héchstens 10cem blieb, 
der Rest des Blutes in einer verschlossenen Flasche, die fast voll- 
stindig gefiillt war, verwahrt und beides bei Zimmertemperatur 
(ca. 20° C.) einige Zeit (bis zu 4 Wochen) aufgehoben. Das Blut 
reduzierte sich energisch und war meist schon am niichsten Tage 
venés. Nach einiger Zeit wurde von den so aufgehobenen Blut- 
proben eine bestimmte Menge mit Sodalésung verdiinnt, mit Luft 
arterialisiert und wieder ¢ und é° im Spektrophotometer bestimmt. 

Aus diesen Versuchen, die in Tabelle I zusammengestellt 
sind, geht hervor, da8 bei keiner der unter Luftabschlub 
aufgehobenen Proben auch bei Aufbewahrung bis zu vier 
Wochen ein Herabgehen des Quotienten - unter den ersten 


gleich nach der Entnahme gefundenen Wert beobachtet 
wurde. Die kleinen Abnahmen, die sich in der Tabelle finden 
(8, 9), sind ohne Bedeutung, da sie innerhalb der Fehlergrenze 
liegen. Von einer Methiimoglobinbildung ist also keine Rede. 


Die Proben, welche frisch schon einen héheren Wert fiir - ergeben 
hatten, zeigen auch nach wochenlanger Aufbewahrung noch den 
gleichen Wert fiir A Dagegen sehen wir, daB diejenigen Proben, 
welche frisch einen niedrigen Wert fiir . aufweisen, nach 
Selbstreduktion und Wiederarterialisierung regelmaBig einen hé 
heren Quotienten .. liefern, als frisch der Ader entnommen. 
Das Heraufgehen des Wertes : iibersteigt bei den Proben, die 











GET 


5 


Uber die Lichtabsorption und den Eisengehalt des Blutfarbstoffes. 








1g ER RARE ee 














L6P'L | SS6TI'T OShz'O saepue usz[OMIosesute “TA'ES SIq “VOT 
SIS‘T | O61Z8'0 | SFSFS‘O | eqieserp * * * °° * * BYyssRLy 
| 1aU9sSO[GOSs9A UL “[TTA'P 8Iq “86 
L6F'T | FLLES'O | FOELS‘O | ) qor91F s ce). 48 
LLFT | rog98'0 | LLFEC'O|f 799% 4 |- - > oyoseg |} HIAT 
sq ? 
siopue | JgUESSOTYISIOA UT . eg 
LEP‘T | BS282'0 | 996B¢'0 | eqTaseIp ; . o 4° ae 
TOUISSOTYOSRAIA UL “TTA ‘ZS SIq “BL 
GEST | 626020 | FLI9F‘O - |e * ‘Pg 
909'T | osez9'0| z90cr‘o| sxepue | op “ [ ge 
TSS'T | FITS8‘0 | 8Z6LS'0 , TIA 08 “ | wolniene ai 
esr‘T | 9zFFS‘O | Z969¢'0 “5 "ILA'93 S14 " (°89 
T9F‘T | 8668'0 | O9ET9'O| eqieserp |* * * * * °° «eqosELy 
AQUBSSOTYISIVA UI “JT ALT Stq “Ge 
EFT | S6FIOT | IFFS9'O | saepue | UazjomYosedute “JTA “ZI SIq ‘BC 
‘ ‘ ‘ u“ " ‘ “ | yqVemog - 
SFF'T | PE9TL‘O | 90C6F'O IIA‘L1 _yne oqaseyg sou) AF 
ChF'T | SOSTLO | FRFEFO | q[9S9IP | “TTA'ST siq f -essopqosiaa ut | “PF 
6ZF'T | F9TLE'O | 86629'0 . Uaz[oMYosedure “JT A “IT Siq “BE 
TOS'T | O€FZ6‘0 | 9ZGT9‘O| stepuw (* * * yAYBMogINY eTISELT 
IPUISSO[YOSIVA Ul [TAGS 8Iq “eZ 
60¢'T | 9FLT6'0| 9809.0,“ \ uezjourqosed Jew 
68F'T | 9S1Z6'O | 806T9'O | eqleserp | f -ule “TA “Og SIq Ueqorg Z | ‘BT 
— fo fo a aN | 
3 | 2 ) -uppie4 01d | Zun[pusyqog 








TSP‘T 


Lec" | 


| 
86F'T 
| 
QIF'T | 


PLT | 


| 
FIF'T | 


96¢'T 
eLe'T 


ccr'T 





PoF'T 


88292'0 | 8sTs‘O 


9cors'o | 980¢¢"0 


0g662‘0 | tees" 
| 


PrroEL'O | 9LSTS'O 


| 
89L18'0 Fez9¢C'0 


Zo0¢8'0 | FSTO9'O 


o00Ler‘O 
PLOTF'O 


F6LE9'0 
Fgegc'o 
FF6E6'0 | CL¢F9'O 


000080 | 9¢19¢'0 











21Q SzE6e'6 83938 


epog 32866 





Sung 
“upp 





“109A 


‘TA ‘@I 


TIA °9% 


TIA 'S 


TIA € 


‘TIA “3 


‘TA 'T@ 


TA ‘TS 
‘TA “8 








‘y weqouluey ‘o| 
nq 


-{B[Vxoeplojg °6 


" * TA Qe ‘8 


m 


IIT 4®s ° 


' 6 ‘AT &H 9 


* T ‘AT Qey ’¢ 


Peal 


“A QW®x ° 
" IT aex * 


=) 


“ * TA Pd *% 











T oTleqey 





ae 


rt 














6 Hans Aron: 


anfinglich auffallig niedrige Werte hatten, weit den methodischen 
Fehler, der nach friiheren Erérterungen") im Héchstfalle 0,05 be- 
tragen kann. Diese Beobachtung kann wohl nur so gedeutet wer- 
den, daB Methimoglobin reduziert und dann in Oxyhimoglobin 
iibergefiihrt ist, und diese Ansicht findet auch in dem Verhalten 
von @ und é eine Stiitze: Wenn niimlich in einer Blutfarbstoft 
lésung ein Teil des Oxyhiimoglobins in Methiimoglobin verwandelt 
wird (durch Zusatz von einer Spur Ferricyankalium oder Ather), 
so nimmt, wie schon Miller und ich gelegentlich ausgefiihrt ha- 


ben, die Lichtabsorption im Gebiete 2 == 546—534 uw stiirker ab 
als im Gebiete 2 = 569—557 yw, d. h. é° verringert sich mehr als é. 
Dies zeigt z. B. folgender Versuch: 

Blutsodalisung: 1 ccm Blut: 100 Soda é é° ~ 
ee 4 4s & Bw es 2 ct 3 Oe eee. 2a 
mit Ather hiimolysiert. . . . . 0,44350 0,51852 1,169 
mit Ferricyankal.-Zusatz hiimolysiert 0,44268 0,52708 1,190 
Rie oe Ges ee So eee, eee eee 
mit Ather-Zusatz. . . . . . . 0O,57884 0,67704 1,170 


Umgekehrt mu8 bei Uberfiithrung von Methiimoglobin in Oxy- 
himoglobin die Lichtabsorption zunehmen und zwar wiederum é° 
mehr als ¢. In den in Betracht kommenden Versuchen (1, 4, 5, 6, 
7) ist nun tatsiichlich mit dem Heraufgehen des Quotienten stets 
eine relatiy geringe Zunahme von é, eine gréBere von é° zu kon- 
statieren. 

In den frisch arterialisierten Proben war also zweifellos Met- 
himoglobin neben Oxyhimoglobin vorhanden; beide sind bei der 
Selbstreduktion zu Himoglobin reduziert und bei der jetzt vorge- 
nommenen Arterialisierung zu Oxyhiimoglobin oxydiert worden. 

Es scheint, als ob durch die reduzierenden Stoffe des Blutes nicht 
nur Methimoglobin zu Hiimoglobin reduziert, sondern auch von vornherein 
die Bildung von Methimoglobin in einer Blutlisung unterbunden wird. 
Wird Stokessche Liésung zu Blut gegeben, so vermag ein Zusatz eines 
Methimoglobin bildenden Stoffes in sonst sicher Methiimoglobin bildender 
Konzentration und Menge den Blutfarbstoff nicht zu verindern*) und ahn- 
lich wirken die reduzierenden Substanzen des Blutes. Eine Blutprobe, die 
einige Zeit bei Luftabschlu8*) gestanden hat, oder eine frische Probe, die 


‘) Aron u. Miller a. a. O. 

*) Vergl. auch Marchand, Virchows Archiv 77, 55 u. 488. 

*) Es bedarf, wie ich mich durch einige weitere Versuche iiber den 
Vorgang der Selbstzehrung iiberzeugt habe, iibrigens nicht einmal des 
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mit gehacktem Muskel versetzt wird, bleibt beim Stehen an der Luft violett 
(reduziertes Himoglobin), und zeigt auch nach vielfachem Schiitteln mit 
Luft, selbst nach Zusatz geringer Mengen Ferricyankalium und wochen- 
langem Stehen bei spektroskopischer Untersuchung keinen Methimoglobin- 
streifen im Rot, wiahrend eine Kontrollprobe allein beim Stehen an der 
Luft schon nach mehreren Tagen deutliche Methiimoglobinbildung aufweist. 

Eine weitere Reihe von Versuchen sollte mir nun zeigen, wie 
im Hinblick auf diese Feststellungen die im Tierk6érper stattfinden- 
den Reduktionsvorgiinge auf den Blutfarbstoff einwirken, d. h. ob 
und wieweit diese das Methiimoglobin beeinfluGen. 

Unter normalen Bedingungen enthilt das venése Blut noch 
einen solechen Uberschu$ von Sauerstoff, da8 eine Wirkung der 
reduzierenden Stoffe nirgends stattfinden kann. Denn die Reduk- 
tion des Methimoglobins kommt nur zustande, wenn kein freier 
Oz und kein Oxyhimoglobin mehr vorhanden sind. Ich fand auch 
in gleichzeitig aus Arteria carotis und Vena jugularis entnomme- 
nen Blutproben nach Arterialisierung innerhalb der Fehlergrenzen 
iibereinstiimmende Werte fiir das Extinktionskoeffizientenverhilt- 


e & 
nis — z. B. 
. Blut aus V. jugul. A. carot. 
Kaninchen I normal 1,517 1,499 
; II . 1,477 1,473 
Kalb VIII anaimisch 1,480 1,454 


Es scheinen jedoch die im venésen Blut gefundenen Werte die Tendenz 
zu zeigen, gegeniiber den im arteriellen gefundenen zuzunehmen; besonders 
tritt dies bei dem aniimischen Kalb hervor, dessen 0,-Verbrauch im ve- 
nésen Blut ein griBerer, d. h. die Reduktion weitergehend als bei den nor- 
malen Tieren ist. 

Anders dagegen, wenn man die Sauerstoffzufuhr einschriinkt. 
Jetzt wird sicherlich, trotz des O.-Gehaltes des Blutes der groBben 
Venen, in einigen Kapillargebieten') der freie Sauerstoff ver- 
braucht, das Blut vollstandig reduziert und infolge des Sauerstoff- 
mangels *) von den Geweben reduzierende Stoffe an das Blut abge- 
geben. Die Bedingungen fiir eine Redaktion im Blute vorhandenen 


sorgfaltigen Luftabschlusses. Wird Blutkérperchenbrei im Reagenzglas 
mit physiologischer Kochsalzliésung iiberschichtet, so daB die Kochsalz- 
schicht vielleicht fiinfmal so hoch als die Blutkirperchenschicht ist, so 
tritt bei mehrtigigem Stehen ebenfalls Selbstreduktion des Blutes ein. 

) Zuntz, Liwy, Miiller, Caspari, Hohenklima und Berg- 
wanderungen usw. Berlin 1906. 

*) Zuntz, Verh. Physiol. Gesellsch. Berlin. 7. IV. 05. 
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Methamoglobins sind also gegeben. War die Reduktion energisch, 
so wird analog den Reagensglasversuchen nach Arterialisierung 
jetzt weniger Methamoglobin gefunden werden. 

Meine recht primitive Versuchsanordnung war folgende: Nachdem ich 
mich an einer kleinen Probe iiberzeugt hatte, da8 das Blut des Tieres 
zurzeit einen niedrigen Quotienten hatte, wurde in Arteria carotis (oder 
Vena jugularis) eine Kaniile eingebunden, eine Blutprobe entnommen 
und genau untersucht. Dann wurde die Trachea durch einen Schrauben- 
quetschhahn allmihlich verengt und eine nach Belieben regulierbare starke 
Dyspnoe erzeugt. Das Tier war sorgfiltig mit Tiichern zugedeckt, die 
Operationsstelle durch Watte geschiitzt. Nach einige Zeit dauernder Dyspnoe 
wurde eine zweite Blutprobe entnommen. Bei diesen Versuchen floB fast 
schwarzes Blut aus der Arterie. 


Tabelle LL. 





> Vee Behandlung ‘ Bem. 
W ; _ such 
| 
Kaninchen A. | A. carot. 1,481 | Ohr5 Min. dureh Gummi- 
ring verschlossen, 
Ohrenvenenblut . 1,492 | | 
Trachea 3’ verschlossen, | 
Blut aus A. carot.. .| 1, 
~i a 
| 


Tier | Blut aus 


Keine 
a 3 85 || sceatttied 

Kaninchen B.| V. jug. | 1,455 Trachea 40’ stark ver- 

engt, Atemstillstand, 

wihrend dessen Blut | 
> __aus V. jug. . - - | 1,584 | 
Kaninchen C.| A. carot.| 1,456| Trachea 10’ aan | 
starke Dyspnoe, Blut | 
aus A. carot.; vor zwei- | 
ter Blutentnahme Tier | 


erstickt . . . . .|1,502| 
a? a —o, te a _= 
Katze | A. carot. | 1, 383 | 'Trachea 25’ verengt, | | 
| (Vor Ver- Blut aus A. carot. .| 1,484 
| such etwas | /Trachea 10’ fast ver- | 
'Chloroform) schlossen; sehr stark 
Dyspnoe. . . . .| 1,495) 


So wurden obige Versuchsresultate erhalten, aus denen sich 
ergibt, daB die Menge des im frischen Blut gefundenen Methamo- 
globins ceteris paribus geringer ist, wenn man durch mangel- 
hafte O,-Zufuhr die Reduktion des Blutes verstirkt. Gleichzeitig 
zeigen diese Versuche, daf Methaimoglobin durch Reduktion — 
auch im Tierkérper — in Hiimoglobin und aus diesem durch 
Oxydation in Oxyhaimoglobin iibergeht. 

Die niichstliegende Frage ist nun: Ist dieses Methamoglobin 
auch im Kérper vorhanden gewesen, oder ist es erst auBerhalb 
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des Kérpers gebildet worden? Wir kénnen durch unsere spektro- 
photometrische oder spektrale Untersuchung des Blutfarbstoffs 
immer nur feststellen, welche Modifikation der beiden Sauerstoff- 
verbindungen des Hiimoglobins resp. Mischung dieser beiden nach 
der Siattigung mit Luft eine gewisse Zeit nach der Blutentnahme, 
wie sie der Transport des Blutes ins Laboratorium die Vorbereitung 
und Ausfiihrung der Untersuchung erfordert, vorhanden ist. Das- 
selbe ist auch bei allen den Untersuchungen der Fall, welche sich 
mit der Frage der Gasbindung (Sauerstoff, Kohlenoxyd usw.) des 
Blutes beschiiftigen. Man ist allgemein geneigt, Methiimoglobin 
in solchen Blutproben als Zersetzungsprodukt urspriinglich vor- 
handenen Oxyhiimoglobins anzusehen, weil der Ubergang des 
den Sauerstoff in dissoziabler Form enthaltenden Oxyhimoglobins 
in das den Sauerstoff fest gebunden fiihrende Methimoglobin fiir 
einen typischen Zersetzungsvorgang des Blutfarbstoffes gilt. Tat- 
siichlich geht aber auBerhalb des Kérpers Oxyhimoglobin eben- 
so leicht in Methimoglobin iiber, wie Methiimoglobin (via Ha- 
moglobin) in Oxyhimoglobin. Es handelt sich nur um die Frage, 
ist Sauerstoff im Uberschu8 vorhanden oder findet eine Sauer- 
stoffzehrung statt? Der Ubergang der lockeren Sauerstoffbindung 
(O—Hb) in die feste Sauerstoffbindung (Met—Hb) und der um- 
gekehrte Vorgang sind meines Erachtens als gleichwertige Um- 
wandlungen anzusehen. Wenn wir beriicksichtigen, daB Methimo- 
globin niemals direkt wieder in Oxyhamoglobin iibergefiihrt wer- 
den kann, sondern nur durch Reduktion zu Hiimoglobin und 
folgende Oxydation, so kénnen wir diese Umwandlungen folgen- 
dermafen formulieren: 


OHb ab + Os) + Met Hb 

Diese Reaktion kénnte als ein Beispiel fiir eine Klasse rever- 
sibler Vorgiinge angesehen werden, die Pauli‘) als .heterodrom 
reversibel“ bezeichnet hat, d. h. die bei Umkehr der Bildungsbe- 
dingungen auf einem anderen Wege wieder zu dem Ausgangspro- 
dukte fiihren. 

Es spricht aber nichts dagegen, dai der Blutfarbstoff im 
Tierkérper ebenso reagiert, wie ganz kurze Zeit nach der Blutent- 
nahme und deshalb ist es das niichstliegende, anzunehmen, daf die 
Oxydationen im Tierkérper ebenso verlaufen, wie ganz kurze Zeit 


*) Ergebn. d. Physiologie III (Biochem. Abtlg.). 
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nach der Entnahme des Blutes im Reagenzglase. Mit anderen 
Worten, wenn wir hier nach der Siittigung mit Luft neben Oxy- 
hiimoglobin Methimoglobin finden, daraus zu schlieBen, daG dieses 
Methiimoglobin ebenso nach der Arterialisation des Blutes in den 
Lungen des Tieres vorhanden ist. Und diese Annahme diirfte wohl 
umsomehr berechtigt sein, als wir in dem sicher ,,zersetzten“ Blut, 
nachdem es reduzierenden Einwirkungen ausgesetzt war, nach Arte- 
rialisierung weniger Methimoglobin finden! Da es eine Zahl 
physiologisch im Blut enthaltener Stoffe')*), die Methimoglobin 
bilden (Toxine, Bakterien), gibt, bietet dieEntstehungsméglich- 
keit des Methimoglobins im normalen Blut keine Schwierigkeiten : 
eine Frage, die auch schon von anderen erwogen worden ist’), 

Nach unseren Versuchen ist ein Faktor, der die GriéGBe der 
Methimoglobinbildung beeinfluBt, die Intensitat der Reduktion des 
Blutes, d. h. der Gehalt an den sogenannten reduzierenden Sub- 
stanzen des Blutes. Wenn aber dieser wirklich mit der GréfBe der 
gefundenen Methimoglobinmenge in ursiichlichem Zusammen- 
hange steht, so kann es uns nicht mehr Wunder nehmen, daB in 
einer groBen Zahl] frischer Blutproben differierende Mengen Met- 
himoglobin gefunden wurden, denn nicht nur in so extremen 
Fiillen, wie den von mir durch Dyspnoe experimentell erzeugten, 
sondern auch im ,normalen“ Blut schwankt der Gehalt an redu- 
zierenden Substanzen betriichtlich, wie sich das in der wechselnden 
GréBe und Geschwindigkeit der ,,Selbstzehrung“ des Blutes zu er- 
kennen gibt*). 

Die Anwesenheit wechselnder Mengen von Methiimoglobin nach der 
Arterialisierung des Blutes kiéonte nun weiterhin die Erklirung fiir die 
von verschiedenen Autoren gefundenen Variationen in der Sauerstoffbindung 
des Blutfarbstoffes liefern. 


Diejenigen Forscher niimlich, die am lebenden Blut experimentiert 
haben 5), haben schwankende Werte gefunden gegeniiber jenen®), die nur 


') Kobert, Pfliig. Arch. 82. 

*) Labbé, C. R., Soc. Biol. 65, 201. 

®) Kobert, a.a.0.— Dittrich, Arch. f. Path. u. exp. Pharm. 29, 247. 

*) Pfliiger, Pfliig. Arch. I, 274. — Cbl. f. mediz. Wiss. 1867, 722. 
Vierordt, Ztschr. f. Biol. 14, 422. — Franz Miller, Pfliig. Arch. 
108, 541. 

5) Bohr, Skand. Arch. III. — Kraus, KoB8ler, Schultz, Arch. 
f. exp. Patholog. u. Pharmakol. 42, 323. — Mohr, Ztschr. f. exp. Pa- 
thol. u. Therapie II, 435. — Loewy, Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 1904, 231. 

*,) Hiifner, v. Zeynek, a. a. O. 
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reine Oxyhimoglobiulésungen oder solche Blutlisungen, die nach der spek- 
trophotometrischen Untersuchung nur reines Oxyhimoglobin enthielten, zu 
ihren Untersuchungen auswahlten’). Wie schon mit Franz Miiller aus 
gefiihrt wurde, sind es vornehmlich die Differenzen iiber die Sauerstoffbin- 
dung des Blutfarbstoffes in den wichtigen Arbeiten Hiifners und Bohrs, 
die hier eine einfache Erklirung finden. Bohr*), der die Lichtabsorption 
nur bei } == 545, entsprechend e’ gemessen hat, wo sich gerade 
die Anwesenheit des Methimoglobins am deutlichsten aus- 
spricht, nimmt alle Werte fiir seine Berechnungen und findet keine Kon- 
stanz der O,-Bindung, weder auf gleiche Lichtabsorption noch auf gleichen 
Eisengehalt bezogen. Hiifner’) dagegen hat simtliche Himoglobin- und 
Blutproben, die einen niedrigeren Quotienten als 1,57 aufweisen, unter der 
Begriindung, da sie sich unter Methimoglobinbildung zersetzt hiitten, 
verworfen und findet Konstanz. Es wird auch verstiindlich, da®, gerade dann, 
wenn die Reduktion am energischsten ist, also unter Verhiiltnissen, die 
einen Sauerstoffmangel bedingen, wie hochgradiger Aniimie, verminderter 
Luftzufuhr, eine gréBere Menge dissoziablen Sauerstoffs gefunden wird, als bei 
reichlicher Sauerstoffzufuhr und reichem Sauerstoffgehalte*). Aus diesem 
Grunde diirfen die an reinepv Oxyhimoglobinlisungen gefundenen Beziehun- 
gen der Sauerstoffbindung nicht auf die im Blut des lebenden Tieres sich 
abspielenden Oxydationsprozesse iibertragen werden. 

Obgleich wohl die Menge der reduzierenden Substanzen in 
erster Linie von der GréBe des Sauerstoffverbrauches (Arbeit, Ver- 
dauung) abhiingen diirfte, mibte doch auch eine Beziehung zum 
Hiimoglobingehalt bestehen. Sofern also die Ursachen fiir die Met- 
haimoglobinbildung, iiber die wir allerdings sehr wenig wissen, die 
gleichen sind, miiBte diese eine geringere sein, wenn der Hiimo- 
globingehalt vermindert ist, weil ja jetzt die Reduktion des Blutes 
— den Verhiiltnissen bei Sauerstoffmangel sich nihernd — eine 
energischere wird. 

Ich habe daraufhin Versuche an einer Zahl von Tieren, die 
unter gleichen auBeren Bedingungen gehalten wurden, zusammen- 
gestellt. Viel ergeben die Tabellen nicht, immerhin zeigt sich, daB 


z. B. die héchsten Werte fiir ~, die tiberhaupt in einer Reihe ge- 


funden wurden, auch dem himoglobinirmsten Tiere angehéren, 
daB ferner die normalen Schlachthoftiere simtlich niedrige Werte 
aufweisen und da’ wenigstens hier und da (z. B. siehe folgende 
Tab. III, 12, 15) bei dem gleichen Tiere mit der Abnahme des Hii- 


’ 


moglobingehaltes eine Zunahme des Wertes — zu konstatieren ist. 


*) Hiifner, v. Zeynek, a. a. O. 

*) Bohr, a. a. O. 

5) Bohr, Skand. Arch. II]. — Paul Bert u. Viault, C. R. 94, 807, 
112, 295, 144, 1562. 























Kalb Nr. aka é' |K 
ai 


% €é 


Vi 4,94 1,477 
IV 5,45 1,459 
VIII | 7,38 1,468 
VI | 8,05 1,454 





Anitimische 
Versuchstiere 1904 


a) 


Normal- | 10,0 1,416 
tiere | bis | bis 
13,0 1,473 


es Kalb) 


XIII | 2,79 |1,534 





PSF 





3 junge 10,82|1,565 
Hunde 12,981,479 
14.37/1,505 








Dat. [BO] 
oe | 1905 | 
= ee 1,75|1,450 
| 


| 24. IIT. 12,26)1, 514 
} 


o{|* XII. 04 10,72)1 425 
13. III. |11,68)1,546 


| 


3 4 f| SIL 11,83) 1,410 
() 1. TET. |11,83)1,504 


201 of 28.1. |11,41)1,491 
| 8.11. | 9,241,501 


Durch diese Versuche sind alle idiziilons iiceninaie des 
Wertes ~ erklirt, welche unterhalb des Mittelwertes resp. des Ex- 


tinktionsverhiiltnisses fiir reines Oxyhimoglobin liegen. Allerdings 


erreichen die héchsten Werte, 
Wiederarterialisierung fand, 
Blutproben beobachteten Quotienten 
wenn auch sehr geringe Zahl von recht hohen Werten iiber 1,60, 
wie sie ja auch Hiifner und y. Zeynek nicht fehlen, die auch 
nach diesen Versuchen unerklirt bleiben. 
hier vielleicht noch andere Modifikationen des Blutfarbstoffs im 
Sinne Bohrs vorliegen, kann nicht ausgeschlossen werden. 
Wenn ich kurz zusammenfasse, 
suche erwiesen, daB sicher in dem uns zur Untersuchung 
dienenden, frisch entnommenen Blut, héchstwahrschein- 
lich auch in dem im Ké6rper kreisenden Blut nicht nur 
Himoglobin und Oxyhimoglobin, 
auch ein mehr oder minder groBer Anteil Methaimoglo- 
bin vorhanden ist. 
nach Sauerstoffmangel oder Sauerstoffzehrung entste- 
henden reduzierenden Substanzen spielen bei diesem 
ProzeB insofern eine wichtige Rolle, als sie bei reich- 
licher Anwesenheit Methimoglobin (durch Reduktion 
zu Himoglobin) aus dem Blut zu entfernen vermégen. 


noch nicht die héchsten an frischen 


~. Es bleibt dann noch eine, 


so haben diese Ver- 


sondern sehr haufig 


Die im Blute vorkommenden resp. 


die ich nach Selbstreduktion und 


Die Méglichkeit, daf 
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Diejenigen Mengen von Methiimoglobin, welche physiologisch 
im Blute vorkommen, sind aber stets nur geringe; unter pathologi- 
schen Verhiltnissen kann dagegen ein ganz betriichtlicher Teil des 
Blutfarbstoffs in Methimoglobin verwandelt werden’). Das Stu- 
dium solcher Vergiftungen, die eine Methaimoglobinbildung hervor- 
rufen, hat es sehr wahrscheinlich gemacht, daB auch hier das Met- 
hiimoglobin, wenigstens soweit es in den Blutkérperchen bleibt, 
wenn sich das Tier von der Vergiftung erholt, wieder in Oxyhamo- 
globin tibergeht. 

Ich kann diese Riickverwandlung von Methimoglobin in Oxyhimo- 
globin durch Versuche an Katzen, die mehrfach mit Anilin (ich gebe 
ca. 0,3 g per Kilo Kérpergewicht subkutan), behandelt wurden, bestitigen. 
Die Methimoglobinvergiftung war nach den klinischen Symptomen jedes- 
mal recht schwer, nach der spektrophotometrischen Untersuchung (~- 1,23 
bis 1,29) iiber die Hilfte des Haimoglobins in Methimoglobin verwandelt, 
lauft aber ab, ohne da8 Methiimoglobin in den Harn oder das Serum iiber- 
geht. Am Schlu8 von 3 bis 4 solcher Vergiftungen innerhalb 14 Tagen 
hat die Blutfarbstoffkonzentration solcher Tiere keine nennenswerte Ver- 


anderung erlitten, es muB8 also das Methimoglobin fast quantitativ in Oxy- 
himoglobin zuriickverwandelt sein. 


Offenbar liegt es am niichsten anzunehmen, daf die Umwand- 
lung von Methimoglobin in Oxyhimoglobin nach solchen Met- 
hamoglobinvergiftungen ebenso zustande kommt wie im Reagenz- 
glase, d. h. daf das Methimoglobin zu Hiimoglobin reduziert und 
dann wieder zu Oxyhimoglobin oxydiert wird. Durch die Um- 
wandlung eines groBen Teiles des Hiimoglobins in Methimoglobin 
ist ja ein Teil des Blutfarbstoffes auBerstande den Sauerstofftrans- 
port im K6rper auszufiihren, in den Geweben herrscht Sauerstoff- 
mangel, wie er sich in der Dyspnoe und Cyanose zu erkennen gibt, 
und somit sind alle Vorbedingungen fiir eine ausgiebige Reduktion 
des Blutes in den Kapillaren gegeben. Die Ansicht, daB das Met- 
himoglobin durch Reduktion in normalen Blutfarbstoff ibergeht, 
ist auch von mehreren Forschern schon ausgesprochen*) und von 
Kobert®), der diesen Reduktions-ProzeB in die Leber verlegt, sehr 
wahrscheinlich gemacht worden. 


‘) Dittrich, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 29, 247. 

%) Zuntz und Loewy, Physiologische Grundlagen der Sauerstoff- 
therapie im Handbuch d. Sauerstofftherapie, S. 1 u. ff. — Hayem C. R. 
CX, 698. — Dittrich, aa. 0. 

5) Kobert a. a. O0., und Lehrbuch der Intoxikationen. 
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Neuerdings hat allerdings Brat) diesen Ubergang auf eine 
Oxydation zuriickfiihren wollen, weil es ihm nicht gelang ,,durch 
die im Blute vorkommenden reduzierenden Stoffe wie Trauben- 
zucker, Glukuronsiiure usw.‘ Methiimoglobin zu Hiamoglobin zu 
reduzieren. Er sieht zwar in der Dyspnoe das Heilmittel von der 
Methimoglobinvergiftung, aber nicht in dem Stauerstoffmangel, 
sondern in der reichlicheren Sauerstoffzufuhr, (wohl um da- 
durch der Sauerstoff-Therapie eine theoretische Stiitze zu geben), 
wie sie durch die dyspnoischen, tibermiifigen Atembewegungen 
bedingt sein soll. Demgegeniiber ist zu erwidern: Nur solange 
nicht geniigend Sauerstoff im Blute ist, erfolgen solche tibermaBigen 
Atembewegungen, diese werden wieder normal, sobald der Sauer- 
stoff fiir den Bedarf des Organismus ausreicht. Die Cyanose zeigt 
aber, daB das nicht einmal der Fall ist, geschweige denn, daf von 
einem Sauerstoff-UberschuB die Rede sein kann. Andererseits zei- 
gen ja meine Versuche, ebenso wie die alteren von Araki, Mar- 
chand usw., daf Blut — zumal stark reduziertes Blut — sehr 
wohl Methiimoglobin zu Hiimoglobin zu reduzieren vermag, und 
die Tierversuche erbringen den Nachweis, daf diese Reaktion 
héchstwahrscheinlich auch im Tierkérper vor sich gehen kann. 

Im Verlauf dieser Versuche fand ich bei Kaninchen — eine Be- 
obachtung, die unterdessen auch schon von Brat") publiziert ist — nach 
subkutaner Injektion von Anilin in einer Menge (ea. 1,2 bis 1,5 g per Kilo 
Kiérpergewicht) die den Tod einer Katze von doppeltem Gewicht unter 
dem Bilde schwerster Methiimoglobinvergiftung hervorrufen wiirde, keine 
spektroskopisch oder spektrophotometrisch nachweisbare Verinderung des 
Blutfarbstoffes. 

Es treten vielmehr bei diesen Tieren als einzige Wirkung des Anilins 
Liihmungserscheinungen und krampfartige Zuckungen der Extremititen- 
muskulatur auf. 

Ich habe mich bemiiht festzustellen, worauf dieses verschiedene Ver- 
halten des Katzen- und Kaninchenblutes zuriickzufiihren ist. Man kénnte 
annehmen, da8 die Kiérperchen der Kaninchen fiir Anilin undurchgingig 
sind, sodaB es auf den Blutfarbstoff selbst nicht einwirken kann, ihnlich 
wie das v. Mering z. B. fiir Chlorate nachgewiesen hat. Nun haben 
aber vergleichende Untersuchungen ergeben, da8 Blutkirperchenbrei von 
Katzen-, Kaninchen-, ebenso wie von Hunde- und Affenblut mit einem ab- 
gemessenen Volumen mit Anilin gesittigter isotonischer Kochsalzlésung 
verdiinnt in gleicher Weise hiimolysiert werden; auch hinsichtlich der Ge- 
schwindigkeit — im Brutschrank ca. 30 bis 40’ — war bei gleichen Kon- 


‘) Brat, Handbuch d. Sauerstofftherapie S. 355 ff. 
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zentrationen kein nennenswerter Untersehied festzustellen. . Diese hiimo- 
lytische Wirkung des Anilins zeigt, da® das Anilin in den Lipoiden der 
Blutkirperchen von Katzen wie von Kaninchen lislich ist (resp. bei dieser 
Konzentration des Anilins diese im Anilin), da® also das Anilin ebenso 
in die Blutkiérperchen des Kaninchens wie der Katze eindringen kann. 
Da8 im Tierkirper keine Himolyse eintritt, erklirt sich daraus, da8 bei 
unseren Tierversuchen die Konzentration des Anilins eine viel, viel geringere 
ist und sich hier Anilin in den Blutkérperchen list (Verteilungssatz). 

Wenn der Unterschied im Verhalten des Katzen- und Kaninchenblutes 
gegen Anilin nicht am Eindringen liegt, mu6 er fraglos auf den Blutfarb- 
stoff selbst zuriickgefiihrt werden. Beim weiteren Studium der Einwirkung 
von Anilin auf Blutfarbstoff hat sich ergeben, daB Anilin mit Himoglobin- 
oder Oxyhiimoglobinlisungen unter Bildung eines absolut unlislichen ziegel- 
roten Niederschlages reagiert, soda6 schlieBlich das ganze Hiimoglobin in 
diese Modifikation iibergefiihrt wird; es scheint, da® dies mit Katzen- und 
Hundeblut leichter zu erreichen ist, als mit Kaninchenblut. Dieser Befund 
erinnert an eine Beobachtung von K. Takayama’), dab Jodate auf Blut- 
farbstoff unter Bildung eines unlislichen ziegelroten Kérpers, den er als 
Jodathiimoglobin bezeichnet, reagieren und daB diese Bildung von Jodat- 
himoglobin bei Katzenblut in viel stiirkerem MaBe statthat, als bei 
Kaninchenblut. 


Ll. 


Die schon in Gemeinschaft mit Franz Miller in Angriff ge- 
nommene Untersuchung der Frage, ob Eisengehalt und spektro- 
photometrisch gemessener Farbstoffgehalt des Blutes einander 
parallel gehen, ist von mir durch eine betriichtliche Zahl von Ver 
suchen erweitert worden. Wie wir schon bei unseren ersten Unter- 
suchungen ausgefiihrt haben, bedingen auch unter der Voraus- 
setzung, dafi das Himoglobinmolekiil stets die gleiche chemische 
Zusammensetzung und somit auch einen konstantenEisengehalt hat, 
die variierenden Werte fiir das Extinktionskoeffizientenverhiiltnis 
- auch bestimmte Differenzen der Werte fiir die Beziehung = 
und ch Denn bei Verwandlung einer gewissen Menge Oxyhiimo- 
globin in Methiimoglobin wird, wie vorhin ausgefiihrt, € und é° 
kleiner, vornehmlich aber letzteres. Es miissen also bei niedrigeren 
Quotienten nd geringe Zunahmen desWertes-~, gribere des Wertes x4 

¢ ' E & 
umgekehrt bei héheren Quotienten * geringe Abnahmen des Wertes 
gréBere des Wertes + gefunden werden, es variiert dem- 


*) Beitriige zur Toxikologie und gerichtlichen Medizin, S. 2 bis 24. 
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nach viel mehr als =, Da nun Bohr gerade das Verhiltnis oh 
bestimmt hat, hatten wir, allerdings auf Grund unserer damals noch 
verhiltnismafig kleinen Zahl von Analysen, die Vermutung ausge- 
sprochen, da$ Bohr aus diesem Grunde die Beziehung Eisengehalt 
zu Lichtabsorption inkonstant gefunden hat. 

Die Versuche, XVIla, b, XVIIla—c, XTXa, b der folgenden 
Tabelle [V zeigen sehr deutlich wie tatsiichlich ae und 7 wenn 
Methimoglobin aus dem Blute durch die vorhin beschriebene 


. ° . . € 
Operation entfernt wird, also bei zunehmenden Quotienten t 
e 


kleiner werden und zwar = erheblich mehr als =. Man muB also 
die gleichzeitig fiir - gefundenen Werte unter Beriicksichtigung 
dieses Einflusses ebenfalls in Betracht ziehen, wenn man aus der 
Beziehung Eisen : Lichtabsorption einen SchluB auf den Eisenge- 
halt des Blutfarbstoffes ziehen will, 

In der Tabelle IV (Seite 18) sind unsere Untersuchungen *) 
iiber die Beziehung der Lichtabsorption des Blutfarbstoffes zum 
Eisengehalt des Blutes unter verschiedenen Bedingungen iibersicht- 
lich zusammengestellt. Betrachten wir erst einmal mit Ausschlu8 
der Katzenversuche die Versuche Nr. I bis IVa; VI bis VIII; XIV 
bis XVIII; XX, welche als Normalversuche gelten diirfen, so 
sehen wir, da unter gleichen iuGeren Bedingungen (Tierart, Er- 
nihrung, Alter) die Werte m und * bei den einzelnen Versuchs- 
tieren nicht mehr differieren als durch Schwankungen des Extink- 
tionskoeffizientenverhiltnisses bedingt ist (z. B. II oder XVIIIc). 
Besonders deutlich zeigen den Parallelismus zwischen Eisengehalt 
und Lichtabsorption die Untersuchungen an den 3 aus einem Wurfe 
stammenden, gleichmiaig genihrten Hunden®) (VI bis VIID und 
die an den gesunden gleichmiaBig gehaltenen und genihrten Pfer- 
den (I bis [Va). Bei den Kalbern fallt IIT aus der Reihe heraus; 
dieses wurde mit einem auch sonst Schidigungen hervorrufenden 
Heu meliorierter Moorwiesen genihrt. 


*) Versuch I, II, Ula, b, [Va, V und XIV sind in Gemeinschaft 
mit Franz Miiller ausgefiihrt und schon Arch. f. (Anat. a.) Physiol. 
1906 Suppl. mitgeteilt. 

%) Die mir von Frau Dr. Irma Klausner-Cronheim in liebens- 
wiirdigster Weise zur Untersuchung zur Verfiigung gestellt wurden. 











Uber die Lichtabsorption und den Eisengehalt des Blutfarbstoffes. 17 


Auffiillige r sind schon die Differenzen der in Versuch 7. S8v- 
wie in den Katzenversuchen LX bis XIII gefundenen Werte. Fiir 
die hier beobachteten Abweichungen werden uns die Versuche [Va 
bis f eine Erklairung geben. 

Durch die Liebenswiirdigkeit des Herrn Professor Dr. Ostertag 
und des Herrn prakt. Tierarztes Hempel war ich in der Lage, an einem 
Pferde, welches im Hygienischen Institut der Kgl. Tierirztlichen Hoch- 
schule zu Versuchen iiber die sog. ansteckende Aniimie der Pferde gedient 
hatte, eine Reihe von Blutuntersuchungen auszufiihren, und zwar vor der 
Krankheit, wihrend der Krankheit in verschiedenen Stadien und nach 
vollstindiger Wiedererholung. 

Es ist mir eine angenehme Pflicht, fiir die freundliche Uberlassung 
des Materials auch an dieser Stelle meinen warmsten Dank auszusprechen. 

Die Krankheit, die iibertragbar ist, aéuBert sich darin, da8 unter 
Fiebererscheinungen ein reichliches Zugrundegehen roter Blutkiérperchen 
stattfindet und gleichzeitig das Blut an Himoglobin armer wird. Das 
Blutbild zeigt keine abnormen Gebilde (Normoblasten usw.). Der ,,Fiirbe- 
index“ scheint unverindert zu bleiben. 

Wir sehen nun folgendes: Das Blut des Tieres weist gesund 
einen Hiimoglobingehalt von 15,68 °/) sowie einen Eisengehalt von 
5,394 mg in 10 cem auf. Unter Fiebererscheinungen tritt, wie die 
Versuche IV b, c, e zeigen, relativ schnell eine Abnahme des Farb- 
stoff- und des Eisengehaltes ein. Beide sinken innerhalb 3 Wochen 
bis auf ca. */; des Normalwertes (6,45 °/9 Hb und 2,455 mg Fe). 
Der Versuch IVc, der wie wir gleich sehen werden, in anderer 
Hinsicht interessant ist, gibt keine absoluten Werte, da die Defi- 
brinierung mifgliickt ist. Betrachten wir jetzt die Beziehung * 
und ae so sehen wir, dai in den ersten Tagen des Blutkérperchen- 
zerfalls sowohl = wie - viel gréBer als normal ist, um im weiteren 
Verlauf stetig abzusinken. Die Werte in [Vc scheinen auf den 
ersten Blick aus dieser Reihe herauszufallen. Doch sind die zu 


ee , o. *° . in, we - 
niedrigen Werte fiir ~ und vornehmlich fiir =; darauf zuriickzu- 


fiihren, da& hier der Quotient * zugenommen und somit die ab- 
soluten Werte der Lichtabsorption gréfer geworden sind (vergl. 
hierzu VII und VIID. Die Bedeutung dieser Anderung des Quo- 
tienten - vermag ich nicht zu erkliren. Dagegen glaube ich die 
Anderung in der Beziehung ° und - folgendermaBen deuten zu 
sollen: Unter der Wirkung des Krankheitserregers findet ein Zer- 
fall eisenhaltigen Blutfarbstoffmaterials statt. Dieser Zerfall geht 
Biochemische Zeitschrift Band III. 2 
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Tabelle 








Versuch | 


Nr. 


Lb. 


[Ve. 


[V a. | 


¥E. 


Vil. 


VIII. 


IX. 


as 


XI. 


Tier 


| Pferd VII 


Pferd VIII 


Pferd ITI 


Pferd VI 








Hund 


Hiindchen I 


Status 


Gesund 


Gesund 


| (Nach 4 Fieber- 


perioden) 


Gesund 


Gesund 


Erkrankt 20.1V, 


Fieber 40°C. 
Abnahme des 
Fiebers 


| Das Tier erholt 
| sich; Abnahme 


des Hb. und der 
Erythrocyten 
halt an 





Dat. 


14. VI. 


10. TV. 


23. IV. 


28. IV. 


Wieder gesundet | 3. VII. 


Nach wiederhol- 


ten Aderliissen 


Aus einem 








Verdiinnung 


0,9325 Blut 
: 99,822 Soda 


0,6216 Blut 


199,822 Soda 


0,9325 Blut 


: 99,822 Soda 


2,380 Lisung 


: 100,0 Soda 


2,373 Liésung 


| :100,0 Soda 


0,9325 Blut 


: 99,822 Soda 


0,9325 Blut 


| : 99,822 Soda 


| 


24. VIII. | 


S ¥. 


21. IV. | 


2 Wurf; 
| Hiindchen IT |' 4 Monat alt. 
Milch- 
‘HiindchenIII}| ahrung 
| i schon kleine! 7. IV. 
Katze I | Blutentnahme 
| Am 7.1V. Ader-| 12. IV. 
| Uo lest 
| Katze II | Kein Aderlaé 
| (kleine) 


do. 
do. 


1,8650 Blut 


: 99,822 Soda 


do. 


0,9325 Blut 


: 99,822 Soda 


2,7974 Blut 


:150,0 Soda 


0,9325 Blut 


: 99,822 Soda 


do. 


do. 


0,9325 Blut 


: 99,822 Soda 


1,865 Blut 


| 99,822 Soda 


0,9325 Blut 


: 99,822 Soda 


| Im Mittel 
von je 10 Ab- 
lesungen 


. g 

63,86 °| 72,16° 
55,10° 63,71° 
64,35° 72,54 ° 
64,05 ° 69,88 ” 
62,83 °| 69,03 ° 


58,40") 66,54 ° 


64,51 °| 72,20 ° 
57,26 °| 65,09 ° 
55,42° 65,02 ° 


50,60° 58,21 


_ 
. 


63,17° 7 


61,61° 70,18 ° 
65,13°| 74,14‘ 


57,74°| 67,13 ° 








| 52,89° 62,50 ° 


55,64° 64,58 ° 
65,32° 74,06 ° 
61,48°) 69,75 ° 


57,91°) 66,66 ° 
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IV. 
z Eisen- 
€ | # bestimmungen ‘ . 
é' efunden e e 
auf 1: 100,000 é in 0,000 cem & é' pumnngen 
ee “mg Fe | im Mittal | 
0,76218 | 1,10000 | 1,443 6727 | 4660 
5,131 | 5,131 
0,77876 | 1,13584 | 1,459 6582 | 4502 
j ' 
0,77858 | 1,11935 | 1,438 | 5,299.4. | 6700 | 4660 
5,137 | °* 
| | ee 2" = 
0.30163 | 0,38945 | 1,291 6975 | 5403 || Sodablutlésung. 
2,126 3497 Bluturspriinglich 
2997 29966 ‘ 2,087 a 7026 | 5359 spektro-photom. 
0,29954 | 0,39266 | 1,311 7026 | 535 | n 897 - <4 
0,60130 | 0,85640 1,424 | 4,119 ; 6709 | 4710 
sug “h084 
0,78397 | 1,10200 |1,406 | 5,379 <4, | 6878 | 4892 | 15,68 °/, Hb. 
5,408 
0.57153 | 080398 | 1,407 | 4,750 4 44. | 8118 | 5781 | 11,43 °/, Hb. 
| 4523 | *:8? 
0.52668 | 0,80157 |1,522 | 3,974 3,974 | 7545 | 4958 | Serum Fe-frei. 
10,53 °/, Hb. 
0.18441 0,26002 (1,410 | 1,510 7956 | 5642 | Schlecht defibri- 
1,489 1,470 niert; Fibrin 
1,412 stark Hb-haltig. 
0,32274 046043 1,427] 2,451 7605 5331 | Serum Fe-frei. 
2,482 2,455 6,45 °/, Hb. 
2,431 
0,69128 | 1,00568 (1,455 | 3,995 | . ao 5776 | 3971 | 13,83 °/, Hb. 
3991 | 33998 
0,40341 | 0,60416 | 1,498 | 2,564 | 5... | 6340 4229 
2,550 | “9! 
0,58377 | 0,88080 [1,505 | 4,217 7a | 7328 | 4868 | 6,9 Mill. Erythro- 
4,339 = cyten im ccm. 
0.45909 | 0,71850 | 1,565 | 3,341 3.073 | 7129 | 4555 | 6,2 Mill. Erythro- 
| ‘ —t 2 | _ eyten im ccm. 
0,53186 | 0,78638 | 1,479 = 3,964 | 7263 | 4914 | 
0,81205 | 1,20168 | 1,480} 5,135 | 5 5g, | 6483 | 4382 
| 5,376 " 
0,34368 | 0,49327 (1,435 | 2134. 6075 | 4233 
be 2,042 | 7088 | 
0,58814 | 0,86090 | 1,464 | 4,339 _ | 7356 | 5025 
4,331 | 4,327 
4,311 
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Tab. IV 
Im Mittel 
Vv i} - von je 10 Ab- 
-— Tier Status Dat. Verdiinnung lesungen 
y p 
r Fat r 0,9325 Blut |¢ 0! 74 980 
XII. | Katee 1 { Pras rom pee | 19. IV. : 99,892 Soda 64,91°) 74,28 
" grobe |} Am LY, -Ader- | r - olfr 0 
xu. | ed oordacban,.| ™ V. do. 63,24°! 70,89 
/entnahme etwas 
Ather! 
XIV. Rind Normal 27. VIII. | 1,865 Blutsoda-| 62,65° 71,88 ° 
Isg. : 7100, 0 Soda 
XV. Kalb V 21. VI. 0,9325 Blut |53,78°, 61,33° 
‘yr me 99, 822 Soda 
XVI. | Kalb I 23. VI. | do. | 51,45°| 58,46 ° 
XVIla. { a. ‘V3. do. 59,98° 67,93° 
Kalb LV do., 
XVIIb. | | selbstreduziert bis | 13. VIL. | do. 60, 51°) 69,20° 
XVIIIa. | 2. VII. | do. 58,44°) 67,04 ° 
do., 
XVIIIb.| > Kalb LV } | selbstreduziert bis | 26. VII. | do. 58,73°, 67,78 ° 
do., 
XVIILe. | selbstreduziert bis | 30. VII. do. 59,12°| 68,74 ° 
X1Xa. | [ | 3. VIL | do. 56,48° 64,45 ° 
do. | 
XIX b. Kalb Il selbstreduziert bis; 22. VIL. | do. 57,08 °| 66,18 ° 
= ab - ee Se ee Sew See 
XXa. | | 5. VIL | do. 57,25°| 66,52 ° 
XXb.| > Kalb VI start bis | 25. VIL. | do. 57,78°, 66,73 ° 
XXe. | | sdeaiamates bis | 1. VIII. do. 57,87 °| 67,13 ° 








aber so schnell vor sich, da nicht alle Reste eisenhaltiger Zerfalls- 
produkte sofort aus dem Blut eliminiert werden kénnen, vielleicht 
weil sie in den noch zirkulierenden, fiir Fe-Salze impermeablen, 
Erythrocyten eingeschlossen bleiben. Diese Reste verschwinden 


dann aber allmihlich trotz fortschreitenden Farbstoffzerfalls. 


Der- 


artiges ,,Schlackeneisen“ oder ,,Zerfallseisen“ ist direkt im Blute 
Animischer nachgewiesen worden'). Versuch Vf gibt schlieBlich 
noch eine Blutuntersuchung 2 Monate spiiter, nachdem sich das 


) P. Ehrlich-Lazarus, ,Die Animieen* Nothnagels Handb. 
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(Fortsetzung). 
aa .—— ee eS oe 
é | & | bestimmungen 7 7 
6 efunden e e ~ 
auf 1 : 100,000 | é in O00 ccm re S Bemekungen 
Seneat | “mg Fe | im Mittel 
0,79772 | 1.21420 |1,522] 5,490 | 5,490 | 6882 | 4521 
| } i | 
corny | —— , qa | . re 
0,72507 | 1,03827 | 1,399 are | gag | 8410 | 447 
| eo | 
| | ! 
> | | 
0,36223 | 0,54397 | 1,502 | 2,269 | 4o., | 6216 | 4139 
iid "edeleaiohh, 2,988 | “* 
0,48922  0,68290 | 1,396 | 3,010 | 3,010 | 6152 | 4407 
0,43969 | 0,60360 |1,373 | 2,757 | gag, | 6374 | 4643 
EG EN MME EN Bids SER OT | 
0,64384 | 0,88944 | 1,414] 3,910 | 6046 | 4377 
3,802 | 3,893 | 
0,65900 | 0,96268 | 1,461 | 3,966 | 5907 | 4044 
0,59510 | 0,87536 | 1,471 | 5893 | 4006 || Mit Kleeheu 
| gefiittert. 
0,60978 | 0,90432 | 1,483 | 3,507 | 3,507 | 5751 | 3878 
| | 
0,62013 | 0,94328 | 1,521 5660 | szis |] 
918 | 078193 |1.41¢ | 3.05 Frog | agna | 
0,55213 | 0,78193 | 1,416 a a 5598 | 3953 | Mit Meliorations- 
0,56701 | 084304 | 1,487 | 3.135 5451 | 3666 | hea gefiittert. 
scoala Be eds 
0,57127 | 0,85566 | 1,498 | 3,390 | . ,., | 6009 | 4012 
3,475 | Ort 
0,58477 | 0,86354 | 1,477 5871 | 3976 
| 
0,58703 | 0,87890 | 1,497 5848 | 3906 





Tier von der Erkrankung erholt und seinen Blutkérperchen- und 


Himoglobinbestand z. T. wieder regeneriert hat. Jetzt finden wir 


4 P P a! ae P ——, ‘ 
aber erheblich niedrigere Werte fiir ~ ebenso wie fiir - 4 Die ge- 


ringe Zunahme des Quotienten von 1,410 i. M. auf 1,455 ist natiir- 
lich dafiir nicht verantwortlich zu machen. Vielmehr ist jetzt, 
wo nach dem ausgedehnten Blutverlust eine teilweise 
Regeneration stattgefunden hat, im Blute weniger Eisen 
auf die gleiche spektrophotometrisch gemessene Farb- 
stoffmenge enthalten. 





eee 


hn ee noe 
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Und diese Feststellung erlaubt uns nun auch eine Deutung 
der Differenzen der Versuche VI und X bis XIV. Bei den groBen 
Tieren, Pferden, Rindern und Kiilbern haben die zu friiheren Ver- 
suchen hie und da an ihnen vorgenommenen Aderlisse keine Be- 
deutung. Der Verlust von 50 bis 100 cem Blut spielt absolut keine 
Rolle fiir ein Tier von mehreren Zentnern. Die 3 jungen Hunde 
waren sorgsam aufgezogen und hatten bis zu ihrem durch Ent 
bluten bewirkten Tode niemals einen Blutverlust erlitten. Hier 
also Konstanz! 

Anders bei den kleineren Tieren, insbesondere den Katzen. 
Bei diesen Tieren von ca. 3000 g Gewicht, also einem Blutgehalt 
von ca. 250 cem bedeutet ein AderlaB von 50 bis 100 cem einen 
ganz erheblichen Blutverlust (wie Versuch LX und X zeigen tber 
die Hilfte des Hb!). Er mu dieselben Wirkungen zeitigen wie 
die Erkrankung des Pferdes, d. h. wir miissen nach ausgedehnten 
Aderliissen und Wiedererholung einen geringeren Fe-Gehalt auf 
gleichen Farbstoffgehalt erwarten. Und in diesem Sinne erkliren 
sich die gefundenen Differenzen in den Werten fiir - und * bei 
den verschiedenen Tieren und bei demselben Tiere zu verschiede- 
nen Zeiten. Dem Hund in Versuch VI waren zu verschiedenen 
Malen vorher gréfere Blutproben entnommen worden. Die Katzen- 
versuche bediirfen nach dem Gesagten und der Tabelle keiner 
niheren Erlaiuterung. 

Es soll nicht unerwihnt bleiben, da8 vielleicht auch das Alter der 
Tiere mitzusprechen scheint. Die drei jungen Hunde haben einen iiberein- 
stimmend hohen Eisengehalt des Blutes; die im Protokoll als ,,klein“ ge- 
fiihrte junge Katze II hat ebenfalls einen etwas héheren Eisengehalt, als 
die als ,gro8“ bezeichnete, ausgewachsene Katze III. 


Vergleichende Untersuchungen iiber Fiarbekraft und Eisenge- 
halt des Blutes sind schon friiher verschiedentlich vorgenommen 
worden. Die ausfiihrlichste Arbeit, welche sich fast ausschlieBlich 
mit diesem Thema befa&t, stammt von Rosin und Jellinek’), 
welche an einem sehr grofBen normalen und pathologischen Material 
fiir Menschenblut feststellen wollen, daB zwischen Eisengehalt und 
Firbekraft des Blutes keine regelmiBigen Beziehungen bestehen. 
Die sehr groben Abweichungen, die sie gefunden haben, sind ab- 
solut regellos; sie betragen in den verschiedenen Fallen und Krank- 


) Rosin u. Jellinek, Ztschr. f. klin. Mediz. 39, 109-141. Jelli- 
nek, Wien. klin. Wochenschr. 1898, Nr. 33/34. 
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heitsgruppen bei derselben Versuchsperson in wenigen Tagen bis 
zu 20 und 30°) vom Werte. Das Hiimoglobin wurde hierbei mit 
dem Fleischl-Miescherschen Hiimometer, das Eisen aber mit 
dem Jollesschen ,,Ferrometer“!) bestimmt. Dieser unter vielen 
Kautelen klinisch zur schitzungsweisen Bestimmung vielleicht 
brauchbare Apparat*) kann wohl auf chemische Exaktheit keinen 
Anspruch erheben*). Da nun verschiedene andere Forscher fest- 
gestellt haben, da ,,bei richtiger Ausfiihrung“ Ferrometer und Hi- 
mometer-Zahl parallel gehen*), bin ich wohl mit Recht geneigt, 
die regellosen Schwankungen, die Rosin und Jellinek gefunden 
haben, auf Rechnung ihrer unzureichenden Methodik zu setzen. 
Aus Untersuchungen von Mayer®), der in einer Reihe von 
Blutproben das Eisen wie ich nach Neumann bestimmte und 
gleichzeitig das Hiimoglobin mit dem Fleischl-Miescher, geht 
hervor, daB im normalen Menschenblut Eisengehalt und Firbe- 
kraft parallel gehen. Im aniimischen Blut dagegen ist die Fiarbe- 
kraft oft stiirker herabgesetzt als der Eisengehalt. Aus drei Analysen 
aniimischen Blutes von Erben °)(Firbekraft spektrophotometrisch, 
Eisen chemisch) berechnet sich, da8 zweimal Eisen und Hiimoglo- 
bin ganz gleichmaBig vermindert sind, bei dem dritten Fall fand 
sich auf die gleiche Hiimoglobin-Menge bezogen eine die Fehler- 
grenze eben iiberschreitende Menge Eisen mehr (,,anderer Prove- 
nienz“). Mit diesen Befunden lassen sich die meinen gut in Ein 
klang bringen: auch ich fand bei dem animischen Pferd auf der 
Hohe der Erkrankung, also in der Periode des Blutfarbstoffzerfalles 
eine schnellere Abnahme des Farbstoff- als des Eisengehaltes, wih- 
rend nachher ein Ausgleich eintritt. Man darf annehmen, daf bei 
dem dritten Fall von Erben, sowie denjenigen Fiillen von Mayer, 
welche stiirkere Abnahme der Fiirbekraft als des Eisengehaltes 
zeigten, die Erkrankung noch frischer war. Ein etwas abweichen 


') Jolles Deutsche mediz. Wochenschr. 1897, Nr. 10, 1898, Nr. 7 
Pfliigers Arch. 45. Sitz-Ber. Akad. Wien 105 IIb. 

*) Hladik, Wien. klin. Wochenschr. 1898, 74. 

5) Schwenkenbecher, D. Arch. f. klin. Med. 75, 480—486. 

*) Jolles, D. Arch. f. klin. Mediz. 76, 501-504. — Bitzelen, 
Miinch. med. Wochenschr. 49, 366/67. — Bathias, Henri, These de 
Lyon 1903 nach Maly 88, 187. — Altmann, Miinch. med. Wochenschr. 
1904, 1783/84. — Mitulescu, Ztschr. f. klin. Mediz. 62, 187—191. 

5) Mayer, A., Ztschr. f. klin. Mediz. 49, 475/81. 

*) Erben, Ztschr. f. klin. Mediz. 47, 302/320. 








: 
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des Ergebnis lieferten Untersuchungen von Biernacki'), der auch 
bei Aniimien hohen Grades einen trotz stark verminderten Hiimo- 
globingehaltes kaum herabgesetzten Eisengehalt des Blutes sah und 
betriichtliche Mengen von Eisenverbindungen in den Blutkérper- 
chen gefunden haben will, die nicht Hiimoglobin waren. Vielleicht 
handelt es sich bei diesem von Erben®) bezweifelten Befund um 
ganz frische Fille, bei denen das ,,Zerfallseisen“ noch gréBtenteils 
in den Blutkérperchen eingeschlossen war. 

Es fragt sich nun, ob diese vergleichenden Untersuchungen 
iiber den Farbstoffgehalt und den Eisengehalt des Blutes einen 
RiickschluB auf den Eisengehalt des Blutfarbstoffes zulassen. Von 
verschiedenen Seiten ist mehrfach darauf hingewiesen worden, daB 
im Blut auBer dem Himoglobin eisenhaltige Bestandteile yvorkom- 
men kénnen%)*). DaS im Serum kein Fe enthalten ist, ist ver- 
schiedentlich festgestellt worden®); ich habe auch in dem Serum 
des untersuchten aniimischen Pferdes Eisen in quantitativ bestimm- 
barer Menge (Neumannsche Methode) nicht nachweisen kénnen. 
Dagegen hat Hiusermann®) im Plasma und zwar im Fibrin Eisen 
gefunden, in 100 g Plasma ca. 1 mg. Vorausgesetzt, daB dieses 
Eisen wirklich dem Fibrin und nicht trotz sorgfiltigen Auswaschens 
zuriickgehaltenen Resten von Himoglobin angehért, kénnte diese 
Eisenmenge aber bei meinen Resultaten kaum einen Ausschlag 
geben. Von anderen Autoren werden in den Leukozyten und in 
den Blutpliittchen eisenhaltige Komplexe angenommen, so daB 
Kraus‘) z. B. fiir krankes Blut keine Konstanz zwischen Eisenge- 
halt und Lichtabsorption erwarten zu diirfen glaubt. v. Seiler 
und Freund *) wollen im Blut Chlorotischer ein eisenhaltiges Nu- 
kleoproteid, einen Farbstoff (Hiimatinogen), der nicht Hiimoglobin 
ist, gefunden haben. Alle diese Befunde scheinen aber fiir meine 
Falle ohne Belang zu sein, zumal z. B. eine Hyperleukocytose 
nicht vorlag. 


') Biernacki, Ztschr. f. klin. Mediz. 24, 460—511. 

*) Erben, a.a. O. 

5) Rosin u. Jellinek, a. a. O. 

*) Kraus, KoBler, Schulz, Arch. f. exp. Path. u. Pharm. 42, 323. 

*) v. Bunge, Biernacki, a. a. O. 

*) Hiusermann, Ztschr. f. physiol. Chemie 26, 436/37. 

7) Kraus, KoBSler, Schulz, Arch. f. exp. Path. u. Pharm. 42, 323. 

*) v. Seiler, Btrg. z. Geburtshiilfe u. Gynikologie. — Freund, 
Wien. klin. Wochenschr. 1908, Nr. 27. 
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Demnach méchte ich den Befund, da® sich nach gréferen 
Blutverlusten auf eine gleiche Farbstoffmenge bezogen ein betriicht- 
lich geringerer Eisengehalt im Blute findet (vergl. vornehmlich Ver- 
such Va—t) so deuten, dafS sich bei der Regeneration ein 
eisenirmerer Farbstoff gebildet hat. 

Dieser Nachweis ist sogar vielleicht iiberzeugender, als wenn 
es geliinge, vor und nach Aderlissen den Blutfarbstoff selbst mit 
verschiedenei Eisengehalt darzustellen (Bohr), da es ja mit den 
heutigen Darstellungs-Methoden des kristallisierten Blutfarbstoffes 
noch nicht gelungen ist, iibereinstimmende Analysenzahlen zu er- 
halten '). 

Nach meinen Untersuchungen stellt dagegen der Eisengehalt 
des normalen Blutfarbstoffes, aber nur unter gleichen iuBeren 
Bedingungen (Tierart, Ernihrung, Alter), eine konstante Gréfe 
dar. 


Es ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Geheimrat Zuntz 
fiir das lebhafte Interesse, das er wie stets meiner Arbeit entge- 
gengebracht hat, und fiir zahlreiche Anregungen und Ratschlige 
meinen wiirmsten Dank auszusprechen. 


*) Vergl. auch Abderhalden, Ztschr. f. physiol. Chem. $7, 184; Lehr- 
buch 595 ff. 











Uber das Vorkommen von Indol im menschlichen 
Mageninhalt. 


Von 
H. Straub, Berlin. 


(Eingegangen am 18. Dezember 1906.) 


Kine in Heft 5 und 7 des ersten Bandes dieser Zeitschrift 
erschienene Mitteilung von Albu und Neuberg tiber das Vor 
kommen von Indol im Mageninhalt bei einem Fall von Carci 
noma ventriculi gibt mir Veranlassung, auf einen Indol-Befund 
im menschlischen Mageninhalt hinzuweisen, tiber den ich selbst 
vor zehn Jahren in der Berl. klin. Wochenschrift) berichtet habe, 
weil das Vorkommen von Indol im menschlischen Mageninhalt 
ein tiberaus seltenes ist, und weil die Bedingungen, unter welchen 
ich selbst die Anwesenheit von Indol im menschlischen Magen- 
inhalt nachweisen konnte, auch in meinem Falle recht eigenartige 
waren. Es handelte sich um einen Fall von Darmstenose, die vor- 
iibergehend Tleusartige Exacerbationen mit Erbrechen von stinken- 
dem Mageninhalt gezeigt hatte. In dem betreffenden Mageninhalt 
waren weder makroskopisch noch mikroskopisch Fikalbestandteile 
nachzuweisen und es fehlten auch Zeichen einer chronischen Stau 
ung des Mageninhalts wie Hefe in Sprossung oder Sarcine. In dem 
wiihrend der Lleusartigen Anfalle erbrochenen Mageninhalt konnte 
Schwefelwasserstoff und mittels der Nitritreaction Indol nach- 
gewiesen werdén. Die mikroskopische Untersuchung des Magen- 
inhalts ergab eine Reihe kleiner staibchenférmiger Bazillen, sowie 
einzelne lange fadenférmige Bazillen. In Kultur wuchsen auf 
Gelatine und Agar Colibazillen. die durch ihre fast véllige 


1) H. StrauB, Berl. klin. Wochenschrift 1896, Nr. 18. 
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Bewegungslosigkeit im hingenden Tropfen, ihr negatives Verhalten 
gegen die Gram’sche Farbung, durch Gasbildung in Traubenzucker 
bouillon und durch Saéuerung und Gerinnung von Milch identifi 
ziert worden waren. Diese Bakterien zeigten in anaérober Kultur 
intensive Schwefelwasserstoff- und starke Indolreaktion.  Letz- 
teres war auch bei Ziichtung in Peptonwasser zu konstatieren. Die 
langen Bakterien, die ich in Traubenzuckermagensatftbouillon weiter 
geziichtet hatte, zeigten auf saurem Milch-Serumagar und auf 
Traubenzuckermagensaftagar dieselben Kolonien, wie ich sie bei 
meiner ersten Ziichtung dieser Bakterienart beschrieben hatte '). 
Aus hier nicht zu wiederholenden Griinden habe ich die Schwefel 
wasserstoff- und Indolbildung in meinem Falle auf die Wirkung 
von Baeterium coli zuriickgefiihrt. 

Da es mir seither trotz mehrfachen Suchens nicht wieder 
gelungen ist, Indol im Mageninhalt nachzuweisen, und da meines 
Wissens auch von anderer Seite ein solcher Befund bisher nicht 
erhoben wurde, so scheint mir der Vergleich der Bedingungen, 
unter welchen in meinem Falle und in demjenigen von Albu und 
Neuberg Indol nachgewiesen werden konnte, von einem gewissen 
Interesse. Fiir meinen Fall hatte ich s. Zt. die Auffassung ge 
aiubert, daB infolge einer voriibergehenden Veriitrkung der Darm 


stenose ein temporiirer massenhafter Ubertritt von Bacterium coli 


in den Magen stattgefunden haben diirfte, der unter besonderen 
Bedingungen zur Erzeugung von Schiwefelwasserstoff und Indol 
gefiihrt haben mag. 

Was solche begiinstigende Bedingungen betrifft, so habe ich 
schon friiher eine gewisse Kohlehydratarmut des Mageninhalts 
erwabnt, und ich habe auch bei weiterer Verfolgung der Frage *) 
darauf hingewiesen, daB dieses Moment zwar nicht eine absolut 
notwendige Vorbedingung der Schwefelwasserstoffbildung dar 
stellt, daf es dieselbe aber doch mehr oder weniger zu begtinstigen 
vermag. Bei Magencarcinomen habe ich selbst — wie ich in 
der Senator- Festschrift erwaihnt habe — stinkende Eiweiffiulnis 
mit Schwefelwasserstoffbildung bisher nur bei Motilitatsstérungen 


und auch nur dann gefunden, wenn in den Magen ergossenes Blut 


) H. Strau8, Ztschr. f. klin. Med. 28. 1895. 
*) Vgl. H. Strau8, Beitrag zur Frage der gastrointestinalen Autoin 
toxikationen, Senator-Festschrift, Berlin, Hirschwald, 1904. 














28 H. StrauB: 


taulte, und ich habe weiterhin, wie ich an der gleichen Stelle aus- 
gefiihrt habe, auch den Eindruck gewonnen, daf die Indicanurie 
der Faille von Magencarcinom mehr oder weniger vom Vorhanden- 
sein oder Fehlen von Blut beimengungen zum Mageninhalt abhingt. 
v. Koziezkowsky") hat dann auf meine Veranlassung noch wei- 
tere Untersuchungen tiber diese Frage angestellt. Mit Riicksicht 
hierauf scheint mir die Angabe von Albu und Neuberg einer be- 
sonderen Beachtung wert, dai in dem von ihnen untersuchten 
Mageninhalt der positive Ausfall der Guajak- und Aloinprobe auf 
einen Blutgehalt hinwies.“ Sodann ist es aber auch von Interesse, 
daB in meiner Beobachtung ebenso wie in derjenigen von Albu 
und Neuberg eine ausgepriigte Subaciditat des Mageninhalts 
bestand, die sich ihrerseits fiir mehr oder weniger lange Zeit mit 
einer motorischen Insufficienz kombiniert hatte. Es scheint mir 
dies deshalb von einem gewissen Interesse, weil ich in mehr als 
einem halben Dutzend von Mageninhalten, welche von Fallen von 
motorischer Insufficienz mit gut erhaltener Sekretion stammten, 
niemals Indol habe nachweisen kénnen, wihrend ich in einigen 
— allerdings nicht in allen hierauf untersuchten — Fallen der ge- 
nannten Gruppe gréfere Werte fiir Ammoniak®) vorfand, als ich 
sie seiner Zeit bei motorisch leistungsfahigen Magen habe feststellen 
kénnen. Wenn sich Indol auch weiterhin nur in subaciden In- 
halten finden sollte, so wire hier ein interessanter Gegensatz zu 
den Bedingungen gegeben, unter welchen die Schwefelwasserstoff- 
bildung (und wie es scheint, gelegentlich auch eine microparasitare 
Ammoniakbildung) zu verlaufen pflegt. Deshalb ist die Frage der 
Indolbildung im menschlischen Magen an sich und weiterhin im 
Zusammenhalt einerseits mit der Seltenheit des Schwefelwasser- 
stoffbefundes bei blutfreiem stagnierendem subacidem Magenin- 
halt, anderseits mit der Frage, warum in meinem Falle, (in wel- 
chem kein Grund zur Annahme eines Carcinoms erlag), Schwefel- 
wasserstoff und Indol nebeneinander vorkamen, wahrend in dem 
Falle von Albu und Neu berg das Indol neben der Milchsiiure 
am Schluf der alleinigen oder mindestens tiberwiegenden Gegen- 
wart von Indol Platz gemacht hat, (im Anfang war auch hier gleich- 


‘) v. Koziezkowsky, Ztschr. f. klin. Med. 57, Heft 5 u. 6. 

*) H. Strau8B, Berl. klin. Wochenschrift 1898, Nr. 17, Mitteilungen 
aus den Grenzgebieten der Medizin und Chirurgie, 12, 1903, Nr. 1 und 
Senator-Festschrift (1. c.). 
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zeitig Schwefelwasserstoff vorhanden, dessen Menge allmiihlich ab 
nahm) noch weiterer griindlicher Erforschung bediirftig. Bei der 
Seltenheit des Befundes diirfte aber jeder einzelne Beitrag von 
Wert sein, wenn er zur Beurteilung der Frage tatsiichliches Beob 


achtungsmaterial liefert und ich habe mich deshalb sowie aus dem 


Grunde, daB ich meine eigene Beobachtung nur in dem jiingst er 


schienenen v. Noorden’schen Handbuch, sonst aber in der Literatur 
der letzten 10 Jahre nirgends erwiihnt fand, zu einem Hinweis auf 
dieselbe und auf meine weiteren inzwischen gemachten hierher- 
gehérigen Beobachtungen veranlabt gefiihlt. 




















Berichtigung. 


Von 


Ivar Bang. 


In meiner Abhandlung in Band II dieser Zeitschrift ,,Zur 
Methodik der Zuckerbestimmung*: sind — ohne mein Versehen — 
die zwei Textfiguren 8. 285 verwechselt worden. In Fig. | ist 
der Kupterverbrauch pro mg Zucker dargestellt, in Fig. I] die 
totale Reduktion. 

Auf derselben Seite kommt auch ein sehr stérender Druck- 


fehler vor. Linie 11 von unten steht Sel bstreduktion, soll heiBen 
Reduktion. 





Zur Kenntnis des Glykokollabbaus bei den schweren 
Ernihrungsstérungen des Siuglings. 


Von 


Ludwig F. Meyer und Hans Rietschel. 


Aus dem stiidtischen Kinderasyl und dem Laboratorium der 
Kgl. Kinderklinik zu Berlin.) 


(Eingegangen am 18. Dezember 1906.) 


Die Lehre der Ernihrungsstérungen des Siuglings hat durch 
die Erforschung der intermediiren Stoffwechselvorgiinge im letzten 
Jahrzehnt erfreuliche Fortschritte gezeitigt. Und wenn wir auch 
heute im Beginn dieser Forschungsrichtung noch keinen klaren 
Uberblick iiber die sich intermediiir abspielenden Prozesse haben 
kénnen, so sind doch bereits wichtige Abweichungen vom Nor- 
malen bei dem Abbau von Nihrstoffen ermittelt worden. Wir 
meinen die Stérungen im Kohlehydratstoffwechsel, die bei jeder 
schweren Intoxikation (Enterokatarrh) zur Laktosurie bezw. Galak- 
tosurie fiihren'), wir meinen ferner die Acidose*), die uns eine 
Stérung im Fettabbau anzeigt. So gut wie gar nicht orientiert 
sind wir aber iiber den Verlauf und eine eventuelle Stérung des 
Stoffwechsels der Eiweifubstanzen bei jener Erkrankung des 
Sauglings. 

Wir wissen heute, dai das gesamte Kiweili, das per os vom 
Menschen aufgenommen wird, im Magendarmkanal in seine Bruch 
stiicken gespalten wird, um dann vom Korper entweder als Kérper- 
eiweiB retiniert oder in der Form von Harnstoff, Ammoniak usw. 
ausgeschieden zu werden. Dies gilt ceteris paribus genau so fiir den 


*) Langstein und Steinitz, Hofmeisters Beitriige 7, H. 1 


*) L. F. Meyer und Langstein, Jahrb. f. Kinderheilk. 68, 30. 


2, 8.575. 
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Saugling wie fiir den Erwachsenen. Wenn auch Pfaundler’) fiir 
den Prozentanteil von Harnstoff im Urin beim Siugling wesentlich 


niedrigere Werte als beim Erwachsenen fand, so ist doch bei Nach 
priifung durch Keller*), Camerer®) und Langstein-Steinitz*) 


andererseits erwiesen, daB auch beim Siiugling das Prozentualver 


hiltnis des Harnstoffs zum Gesamtstickstoff sich wie beim Er- 
wachsenen verhiilt, und zwar ca. 6(0—80"/, betriigt, eine Tatsache, 
die, wie wir sehen werden, auch durch unsere Versuche eine neue 
Bestiitigung findet. Eine weitere Differenz von den bei Erwachsenen 
festgestellten Werten fand Pfaundler beim Saugling darin, dab 
ein betriichtlicherer Anteil des ausgeschiedenen Stickstoffs auf 
die Aminosiiurenfraktion fiel. Im iibrigen kennen wir keinerlei 
Abweichungen, die die stickstoffhaltigen Endprodukte im Harn des 
Siuglings von denen im Harn des Erwachsenen unterscheiden. 
Der Kérper hat sowohl beim Erwachsenen als auch beim 
Saugling die Fahigkeit, zugefiihrtes Eiwei8 véllig zu verbrennen, 
und zum gréften Teil in Harnstoff iiberzufiihren. ,,Die Fiahig- 
keit“, so schreibt Salkowski®) im Jahre 1880, ,,Eiweif, welches 
vom Darmkanal aus in die Siftemasse gelangt, ja selbst direkt in 
die Blutbahn eingefiihrtes Eiweif in bestimmte Endprodukte aut- 
zulésen, erscheint, wenigstens unter normalen Verhiiltnissen, eine 
unbegrenzte. Auch bei der reichlichen Aufnahme von Eiwei8 in 
den Darm entgeht nichts davon dem zersetzenden Einflu® des 
KOérpers, gelangt keine Spur davon in den Harn.* Allerdings 
haben einige Autoren, Ascoli®), Kaliski-Weigert"*) u. a. seitdem 
in extremen Fiillen von Eiweibiiberfiitterung gefunden, dafs Spuren 
von Albumin im Urin ausgeschieden wurden. Die biologische 
Forschung hat uns erméglicht den Weg zu verfolgen, den dieses 
Eiwei8 bis zu seiner Ausscheidung nimmt. Und zwar gelang es 
Ganghofner und Lang'er*) mit Hilfe der Prizipitinreaktion 
nachzuweisen, dafi in derartigen Fallen das dem K6rper fremde 


Jahrb. f. Kinderheilk. 54, 247. 

Die Malzsuppe, Monographie. Verlag von Fischer 1898. 
Ztschr. f. Biologie 43, 13. 

Jahrb. f. Kinderheilk. 61, 94. 

Ztschr. f. physiol. Chem. 4, 100. 

Miinchner med. Wochenschr. 1902, 398. 

Jahrb. f. Kinderheilk. 61, 85. 

Miinchner med. Wochenschr. 1904, Nr. 34. 
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Eiwei8 in der Blutbahn kreist. Freilich haben neuere Unter- 
suchungen (Obermeyer und Pick’), Friedemann und I[saac*) 
den Wert dieser Methode als Beweis der Gegenwart von unver- 


iindertem Eiwei®B angezweifelt, indem sie nachweisen konnten, 
daf bei gewissen tiefgehenden Spaltungsprodukten des Eiweiles 
noch die Prazipitinreaktion positiv verliuft. 

Wollen wir mit chemisch-analytischen Methoden uns einen 
Einblick in den Abbau des EiweiSmolekiils verschaffen, dann sind 
wir gezwungen, aus den unendlich vielen Komplexen, die das Ge- 
samteiweiSmolekiil ausmachen, eine Verbindung herauszuschilen, 
und deren Abbau zu verfolgen. 

Wir wiahlten eine Aminosiiure, das Glykokoll, von dem wir 
mit Sicherheit wissen, da8 es im Organismus quantitativ zu Harn- 
stoff verbrannt wird, und das uns aufberdem die Méglichkeit der 
leichten Isolation bietet, falls unverbranntes Glykokoll zur Aus- 
scheidungin betriachtlichen Mengen gelangt. Daf Glykokoll, per os 
eingegeben, zu Harnstoff verbrannt und ausgeschieden wird, haben 
Nencki und Schultzen®) und Salkowski*) bewiesen. Niemals 
konnten diese Autoren Glykokoll nach Eingabe dieser Aminosaure 
per os im Harn wiederfinden, ebenso wenig wie das spiter von 
Stolte®) und Abderhalden und Bergell®) nachgewiesen werden 
konnte, die Tieren Glykokoll einspritzten. Nur bei Uberschreitung 
der eingegebenen Dosis bis zu exorbitant hohen Werten (25 g an 
einen Hund verfiittert oder in einem Versuch von Salaskin und 
Kowalewsky") mit 17 g Eingabe) traten geringe Mengen dieser 
Aminosiure in den Harn iiber. 

Ebenso wie vom Glykokoll wissen wir von anderen Amino- 
siuren (Alanin, Leucin, Tyrosin), da8 sie, in den Organismus ein- 
gefiihrt, zum gréSten Teil verbrannt werden. Freilich ist bei allen 
diesen Siauren nicht sichergestellt, da®B ihre Endprodukte Harn- 
stoff sind. Z. B. wissen wir durch Stolte*), daB nach subkutaner 


Wien. klin. Wochenschr. 1906, Nr. 12. 
Arch. f. experim. Path. und Ther. 2. 
Ztschr. f. Biologie 8, 124. 

) Ava. O. 

) Hofmeisters Beitr. 5, 15. 

) Ztschr. f. physiol. Chem. 89, 9. 

) Ztschr. f. physiol. Chem. 42, 412. 

» 6.0 ©. 
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Einfiihrung geringer Mengen von Tyrosin und Phenylalanin keine 
Harnstoffvermehrung resultiert. Nach allen bisher vorliegenden 
Versuchen werden also sowohl per os als auch subkutan einge- 
fiihrte Aminosiiuren verbrannt. 

Inwieweit diese Verbrennungsfahigkeit auch beim erkrankten 
Organismus erhalten ist, war in den letzten Jahren der Gegenstand 
mehrfacher Bearbeitung. Man hat in der Tat bei bestimmten 
Stoffwechselerkrankungen Stérungen in der Verbrennung eruiert. 
Wir wissen, daf der Hungerzustand, wir wissen, daB der Diabetes 
mellitus die Verbrennungsfihigkeit den Aminosiuren gegeniiber 
herabsetze und dieselben in vermehrter Menge zur Ausscheidung 
bringen. Auch bei der Gicht sollen Aminoséuren vermehrt aus- 
geschieden werden, indessen sind die Resultate dieser Forschung 
noch nicht einwandfrei und die Diskussion iiber diese Frage ist 
noch nicht geschlossen. Man ist geneigt, die Ursache der Stoff- 
wechselstérung in einer herabgeminderten Oxydationsméglichkeit 
im intermediiaren Stoffwechsel zu suchen; dafiir sprechen die inter- 
essanten Versuche von Léwy'). Von Léwy konnte niamlich fest- 
gestelit werden, daB die Ausscheidung der Aminosiuren wesentlich 
gréBer wird, sobald der Mensch sich in Héhen begibt, wo ein stark 
verminderter Luftdruck stattfindet. In jenen Héhenlagen antwortet 
der Organismus auf den verminderten Luftdruck, wie durch die 
Zuntzsche Schule mit Sicherheit festgestellt wurde, durch eine 
Vermehrung seiner Blutkérperchenzahl, ohne daf diese Reaktion 
des Organismus den normalen Ablauf der Oxydation zuwege bringt. 
Ganz ahnlich liegen die Verhaltnisse bei dem morbus coerulus, der 
auch stets mit einer Hyperglobulie einhergeht und auch fiir diese 
Stérung konnte der eine von uns die Ausscheidung von nicht voll- 
stindig verbrannten Oxydationsprodukten im Harn nachweisen. 

Anm.: Ganz neuerdings hat Senator’) bei einem Fall von Poly- 
cythaemia rubra (Hyperglobulie mit Milztumor) eine Erhéhung des Respi- 
rationsstoffwechsels gefunden. Ob diese Tatsache fiir alle Fille dieser 
Erkrankung zutrifft, steht noch dahin. Jedenfalls wurde dann dieser Form 
der Hyperglobulie eine prinzipiell andere Bedeutung zukommen, als den 
Hyperglobulien der oben erwihnten Krankheiten. 

Beim Saugling sind die Aminosiiuren zu normalen Zeiten von 
Langstein und Rietschel*) sowie von Samuely*) untersucht 


‘) Deutsche med. Wochenschr. 1905, Nr. 48. 
*) Senator, Ztschr. f. klin. Med. 60. 

*) Diese Ztschr. 1, H. 1, S. 75. 

*) Ztechr. f. physiol, Chem, 47, 376. 
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worden. Wihrend Samuely stets einen geringen Grad von 
Aminosiiurenausscheidung fand, konnten Langstein und Riet- 
schel beim gesunden Siiugling mittels der E. Fischer- Bergell- 
schen Methode Aminosiiuren im Urin nicht nachweisen. Freilich 
stehen diesen Resultaten der direkten Bestimmung der Amino- 
siiuren die Zahlen fiir die Aminosiurenwerte gegenitiber, die mit 
der auch von uns angewendeten Pfaundlerschen Methode er- 
mittelt wurden. Alle Autoren — und, das sei gleich vorwegge- 
nommen, auch wir — fanden einen relativ hohen Wert fiir den 
Stickstoff, der auf die Aminosiure kommt (10°/) gegen 3—4°/, 
beim Erwachsenen). 

Anm.: Allerdings sind wir nicht ganz berechtigt, den Pfaundler- 
schen Aminosiiurestickstoff nur auf ausgeschiedene Aminosiuren zu be- 
ziehen, da auch andere Stoffe (was auch Pfaundler hervorhebt), wie 
Hippursiiure, Oxyprotsiiure auf diese Fraktion mitentfallen und wir iiber 
ihre Ausscheidung beim Siiugling bisher absolut nicht orientiert sind. 

Wenn wir den Ablauf des Glykokollabbaus beim kranken 
Kind studieren wollten, so muBten wir zunichst Versuche dariiber 
anstellen, wie der normale Organismus sich eingegebenem Glyko- 
koll gegeniiber verhalt. Wollten wir dann etwaige Stérungen dieses 
Abbaus ermitteln, so muften wir den Glykokollstoffwechsel in 
einer Zeit ermitteln, in der der gesamte Stoffwechsel des Kindes 
am intensivsten alteriert ist, also bei den Intoxikationszustanden 
der schwer magendarmkranken Siuglinge (Enterokatarrh der 
Heubnerschen Schule). Um méglichst klare Versuchsbedingungen 
zu schaffen, gaben wir den Kindern an einem Tage eine Dosis von 
ca. 2 g Glykokoll und verfolgten den Ablauf der Ausscheidung 
der eingegebenen Aminosiure. 

Die Methodik war folgende: Die Patienten wurden wihrend 
der Versuchstage in der von Meyer modifizierten Bendix - Fin- 
kelsteinschen Schwebe aufgespannt. Diese Methode gestattet 
selbst Kinder zu untersuchen, die sich in dem Zustand schwerster 
Darmerkrankung befinden, ohne da man einen Kollaps des Kin- 
des zu befiirchten braucht. Der Urin wurde so quantitativ auf- 
gefangen, der Stuhl war nicht Gegenstand der Untersuchung. Die 
Methoden des Aminosiéurenachweises sind in letzter Zeit als nicht 
unbedingt verliBlich von manchen Autoren angegriffen worden. 
Als eine der sichersten Methoden mu8 die von Neuberg und 
Manasse') gefundene Naphtylisocyanat-Methode bezeichnet wer- 


*) Berichte d. deutsch. chem. Ges. 88, 2359. 1905. 
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den. Besonders eignet sie sich fiir unseren Fall, da sie eine Ver- 
mehrung der Glykokollausscheidung zweifellos eindeutig anzu- 
zeigen imstande ist. Dennoch haben wir geglaubt, die Resultate, 
die wir mit dieser Methode erhalten, mit einer zweiten in Ver- 
gleich setzen zu miissen und wendeten daher stets die indirekte 
Bestimmung der Aminosiuren neben der direkten an. Wahrend 
der eine von uns (Rietschel) die Neuberg-Manassesche Me- 
thode ausfiihrte, untersuchte der andere (Meyer, die Stickstoff- 
verteilung nach Pfaundler’). 

Im folgenden sei auf die Versuche im einzelnen eingegangen. 


Versuch I. 





| Harn- | Amino- 





Glykokoll-| | Amino- | mh 
Datum infuhr | Urin- Gesamt- Harn- siuren-N | Naphtyl- | ‘stow | ‘shuren 
| menge | Ning stoff-N indirekt cyanat | o/, | o/, 
———— — = oe _S=>-— ——_ = — EE cn = 
13. IL. | 185 | 0/539 | 0,315 | 0,09 | 0,17 | 58,44 17,0 


14. IL.} 1,805 | 123 | 0,7476 | 0.4782 | 0,0868 | 0,157*)) 63,29, 11,61 
15. IL. 150 | 0,7364 0,4396 | 0,0784  0,157%)| 56,97) 10,64: 





Versuch I. M.K. Alter 1 Monat, Gewicht 3500 g. Gesun- 
des Brustkind, das sich normal entwickelt hat. Trinkmenge pro 
Tag 500 g. 

Nach einem Vortage erhiilt das Kind 1,805 g Glykokoll; 
die Eingabe des Glykokolls erfolgt so, daB die gesamte Menge 
am Nachmittage des 2. Versuchstages bereits verabreicht wurde. 
Der 3. Tag konnte demnach bereits als Nachtag des Versuches 
angesehen werden. 

DaB das eingefiihrte Glykokoll von dem Siuglingsorganis- 
mus vollstindig resorbiert ist, zeigt mit Sicherheit die Erhéhung 
der Stickstoffausscheidung, die am 2. und 3. Tage vorhanden ist. 
Die Differenz der beiden Nachtage gegen den Vortag betriagt ca. 
0,4 g N, das entspricht also ca. 2 g Glykokoll, das ist der einge- 
fiihrten Menge. Die Ausscheidung erfolgt demnach quantitativ. 
Der Abbau vollzieht sich, wie aus der Tabelle klar hervorgeht, 
zu Harnstoff in der Weise, wie es in der Literatur bereits nieder- 
gelegt ist. Es erfolgt eine deutliche Vermehrung der Harnstoff- 
ausscheidung. Da die Verbrennung zu Harnstoff beim normalen 
Siiugling restlos geschieht, sehen wir keine Erhéhung des Amino- 


") Ztschr. f. physiol. Chem. 80, 75. 
*) Mittelwert der Bestimmung von 2 Tagen. 
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siurenwertes nach Pfaundler eintreten und analog verhalten sich 
die nach Neuberg-Manasse direkt ermittelten Zahlen. Aber bei 
beiden Methoden fallt der schon eingangs erwahnte, immerhin be 
trichtliche Wert der Aminosiéiuren schon beim normalen Siaug- 
ling auf. 


Versuch Il. K. R., kiinstlich ernahrt, 3'/, Monate alt, Ge- 
wicht 3600 g, hatte 6 Wochen vorher eine Nabelphlegmone durch 
gemacht, daher im Gewicht zuriickgeblieben, jetzt in gutem Zu- 
stande, ist agil, lacht, guter Turgor und Farbe. Ernahrung 5 mal 
120 g Halbmilch mit 5°/9 Liebigzucker. Zunahme wahrend des 


Versuchs 100 g. 
Versuch IL. 


| bistew- , Harn- | Amino- 
| siuren-N | Naphtyl- | stog sduren 


indirekt cyanat | % | % 





Gly -kokoll- 
Einfuhr 


g 


Harn- 
stoff-N 


Gesamt- 
Ning 


Urin- 
menge 


Datum 





I. 310 1,302 | 1,008 | 0,126 
I} 25 | 375 | 1,798 1,802 | 0,175 | 
I 280 1,372 | 0,9296 | 0,1108 


0,239 
0,227 
0,227 


| 77,41 | 
72,41 
67,75 | 


9,67 
9,73 
8,08 





Auch hier wieder am 2. Tage des Versuchs Eingabe von 4,5 g 
Glykokoll; die Resorption des eingefiihrten Glykokolls geht mit 
Sicherheit wieder aus den Differenzen der N-Ausscheidung hervor. 
Wiederum ist die Harnstoffzahl am zweiten Tage vermehrt, Amino- 
sdurenstickstoff direkt bestimmt ganz unbeeinfluBt, indirekt be- 
stimmt ist ein ganz geringes Ansteigen zu konstatieren. 


Versuch III. Ein schon etwas alteres (9 Monate) Kind, das 
an einer latenten Tetanie leidet. Der Zustand des Kindes in der 
Zeit des Versuchs ist indes gut, es ist in Gewichtszunahme be- 
griffen, und hat auBer der erhéhten Erregbarkeit des Nervensystems 
keine feststellbaren Abweichungen vom Physiologischen. Trink- 
mengen 900 g */s Milch und 5°/o Liebig-Zuckerzusatz. 


Versuch III. 








GI 


kokoll- 


infuhr | 


& 


| | 
Gesamt- | 
| Ning | 


Harn- | Amino- 


| siuren- N | 
stoff-N | indirekt | 


| Naphtyl- 
cyanat 


Harn- | Amino 
stoff | séuren 
0) 0 9%, 








| 2,1948 
580 | 8,066 
405 | 2,4409 — 
| 83,0674 


| 2.5805  0,3098 
1,7094 | 0,2541 
1,9894 | 0,2597 


1,9803 | 0,2415 | 


0,308 
| 0,341 
| 0,341 


0,286 | 


| 
1 


79 11 
72 10,1 
70 10 
64,9 | 8,5 
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Das am 2. Tage des Versuchs aufgenommene Glykokoll (2 g) 
markiert sich wieder deutlich in der N-Ausscheidung des Kindes. 
Die Stickstoffausscheidung ist in diesem Fall betrichtlich hoher 
als in den voraufgegangenen Versuchen, entsprechend der bei dem 
Alter des Kindes gréBeren Nahrungs- und EiweiBaufnahme. Ent- 
sprechend der héheren N-Einfuhr ist auch der absolute Amino 
siurenwert vermehrt und zwar gleichmiaig nach beiden Methoden. 
Das Glykokoll alteriert hier ebenso wenig wie in den vorher 
gehenden Versuchen die Aminosaéurenausscheidung. 


Versuch IV. Kind Sch. 6 Wochen alt, 2960 g Gewicht, 
kommt mit ganz leichter Benommenheit, hohem Fieber 40 °, 
spritzenden Stiihlen ins Haus. Gleich am ersten Tag Eingabe 
von 2,0 Glykokoll. Ernahrung 6 mal 80g Molken. Unter der 
Ernabrungstherapie bessert sich der Zustand rapid. Bereits am 
2. Krankenhaustag kein Fieber mehr, Benommenheit vollkommen 
geschwunden, 1—2 gute Stiihle. Zucker im Urin 0. — Diagnose 
leichter Fall von Intoxikation oder Enterokatarrh. Auffallend 
ist, daB in diesem Falle, bei dem wir nach der Krankengeschichte 
entschieden eine Alteration des Stoffwechsels erwarten diirfen, 
die Glykokollausscheidung den vorhergehenden Versuchen gegen- 
iiber verzégert erscheint. Trotzdem am 1. Tage gleich bei der 
Aufnahme das Glykokoll verabreicht wurde, wird erst am 
2. Tage die Glykokollausscheidung durch N-Vermehrung im Harn 
manifest und zu gleicher Zeit steigt dieses Mal der absolute Wert 
des Aminosaurenstickstoffs nach der Pfaundler u. der Neuberg- 
Manasseschen Methode um ein geringes. Die Steigerungen sind 
zwar deutlicher als in allen vorhergehenden Versuchen, sind indes 
immer noch derart gering, dafS’ man daraus keinerlei Schliisse 
ziehen kann, zumal die Prozentzahlen des Harnstoffs vollkommen 
im Bereich des Normalen liegen. 





Versuch IV. 
| | | 

Datum | Hinfunr | Usin- | Gesamt- | Ham- | tttencay | Napbtyl- | “Stem | turen 

g | menge Ning | stoff-N indirekt | cyanat | % | % 

a = an Pa 

16. V. 45 0,6258 | 0,503 = (00451 0,107 | 80 7,5 
17. V.] 2,0 | 285 | 1,176 | 0,7898 | 0,1174 | 0,201 | 67,1 | 10 
18. V. 350 | 0,4757 | 0,3128 0,0394 0,211 65,76, 8,3 
19. V. 350 60,4756 | (0,3136 §=0,0616 0,175 | 65,94) 12,9 
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Versuch V. Kind R., Alter 6 Wochen, Gewicht 3050 g, 
kommt ohne Anamnese ins Kinderasyl mit spritzenden diinnen 
Stiihlen, verfallenem Aussehen, grauer Farbe, BewuBtseinsstorung, 
Temperatur 38,3. 


Versuch V. 





’ 1 . Harn- | Amino 
Urin- Gesamt- Harn- Amino- aa | dae 


menge Ning stoff-N siuren-N | 7, | % 
20. VII. 2,0 150 1,2264 0,7875 | 02486 642 198 
21. VII. 45 0,9184 0,7574 | 0,0994 | 824 | 10,8 
22. VII. 50 0,8288  0,6489 | 0.0903 783 | 10,9 


Glykokoll- 
Datum |Aufnahme 


£ 





Erhalt am ersten Tage 2 g Glykokoll. Das Glykokoll er- 
scheint bereits innerhalb der ersten 24 Stunden wieder im Urin; 
leider ist die direkte Aminosaéurenbestimmung durch einen un- 
gliicklichen Zufall verloren gegangen. Bei den Pfaundler- 
schen Werten zeigt sich, dal am 1. Tage eine vermehrte Menge 
— absolut und relativ — von Aminoséuren ausgeschieden wird, 
und zwar iiberragt der absolute Aminosiurenwert des 1. Tages 
den der Nachtage um 0,15 g (bei den normalen Fallen héchstens 
0,06 g) prozentual um fast 10°/). Der Harnstoffwert ist zwar am 
1. Tage héher als an den beiden folgenden, ein Zeichen, daB der 
groBte Teil des Glykokolls dennoch zu Harnstoff verbrannt wurde. 
Immerhin ist die prozentuale Harnstoffverteilung auch auffallend, 
am 1. Tage 64°/) und am 2. und 3. Tage 82°/p und 78°/o. 


Versuch VI, VII, VII. Kind G., 3 Monate alt, 3850 ¢g 
schwer, hatte bereits am 23.2. eine Dyspepsie unter der Beob- 
achtung der Fiirsorgestelle durchgemacht. Gewicht damals 4300 g, 
am 27.2. neue Erkrankung mit spritzenden wisserigen Stihlen, 
38,5 Fieber, vollkommene Intoxikation, am 1.3. Aufnahme ins 
Asyl. Befund bei der Aufnahme: Abgemagertes, jaémmerlich 
schreiendes Kind, betrachtlicher Wasserverlust, Augen haloniert, 
iingstliches Gesicht, Benommenheit, Temperatur 38°, Katatonie, 
trockene Zunge, graue Hautfarbe, Zucker im Urin. Erhalt am 
ersten Tage der Aufnahme 2,5 g Glykokoll, neben Teediiit vom 
zweiten Tage an 100 g zentrifugierte Brustmilch. 

2.3. Der Eindruck, den das Kind macht, ist heute besser, 
reagiert auf Kneifen, Bewegungen sind lebhafter. 

5.3. Das Kind erholt sich nur langsam, Bewegungen sind 
immer noch merkwiirdig pathetisch, keine erhéhte Temperatur. 
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14.3. Nachdem das Kind bis jetzt mit 100 und 150 ¢g 
zentrifugierter Brustmilch p. d. ernéhrt wurde, bekommt es nun 
160 g Brustmilch und Buttermilch. Zunahme in drei Wochen 
von der Aufnahme an gerechnet 130 g. 

Am 22. 3., dem ersten Tag des zweiten Versuches, macht das 
Kind zwar keinen schwerkranken Eindruck mehr, sein Stuhl, Tem- 
peratur sind normal, aber sein allgemeines Befinden ist noch nicht 
so, daf man das Kind als gesund bezeichnen kann. Am 22. wird 
das Kind wieder zum Versuch eingestellt und am 23. ihm wieder 
2 g Glykokoll verabreicht. Ernahrung: 160 g Brustmilch, 210 g 
Buttermilch. Sowohl bei der diesmaligen Gabe, wie auch wahrend 
des allerschwersten akuten Stadiums der Erkrankung waren kli- 
nisch auf die Glykokolldarreichungen absolut keine schadlichen 
Folgen in dem Befinden des Kindes zu konstatieren. Ja bei der 
ersten Darreichung trat unter dem Glykokoll die ,,Entgiftung* des 
schwer erkrankten Kindes genau so ein, wie wir es sonst unter der 
iiblichen Therapie bei solch schweren Fallen zu sehen gewohnt sind. 

Vom 25.3. ab bekommt das Kind weiter Allaitement mixte bis 
zum 29. 3., von da ab Buttermilch. Das Gewicht hebt sich allmah- 
lich wieder und betrigt am 26. 4. 4100 g. An diesen Tagen wer- 
den ihm im Stoffwechselversuch wiederum 2 g Glykokoll verab- 
reicht. 























Versuch VI. 

ae ogee Bs pew, i 
ownm [RA Use| Gomme: | sam. | Amis | anno | ig | Ale 

e | menge | Ning | stoff-N | indirekt | cyanat | % °/, 
== Se —— = = —S——— = 
1.1.| 25 | 140 | 0,6405 | 0,2436 | 0,0564 | 0,216 | 87,29| 7,9 
2. III. 205 | 0,5822 | 0,21 | 0,1722 | 1,198")| 86,07) 29,58 
3. ILI. 300 | 0,5208 | 0,4312 | 0,0784 | 1,198%)) 82,79] 15,05 


Das Bild, das die Stoffwechselbilanz bei dem VI. Versuche 
ergibt, weicht stark von den bisher besprochenen Resultaten ab. 
Die Resorption des Glykokolls geht auch hier wieder glatt von 
statten, wie wir aus der Differenz in der Stickstoffausscheidung 
zwischen dem Haupttag und den beiden Nachtagen ersehen. Aber 
bereits die Verteilung des Stickstoffes erscheint auffallend. Wir 
sehen hier am ersten und zweiten Tage des Versuches auBeror- 
dentliche geringe Prozentzahlen fiir den Harnstoffstickstoff 37,79 
und 36,07 gegen 60—80°/, in den vorhergehenden Versuchen. 





®) Mittelwert der Bestimmung von 2 Tagen. 
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Der Verminderung dieser Fraktion entspricht, wie wir aus den 
Tabellen ersehen, eine Erhohung des Aminosaurestickstoffs, sowohl 
absolut als auch prozentisch. Freilich deckt der in der Amino- 
sdurefraktion ausgeschiedene Stickstoff das Defizit an Harnstoff 
nur zum geringen Teil, doch wissen wir; daf bei diesen schweren 
akuten Ernihrungsstérungen des Saéuglings (Enterokatarrh oder 
Intoxikation) der Ammoniakanteil des Stickstoffs intensiv erhoht ist 
und Werte bis 50°/) sind von Keller und Langstein und 
Meyer beobachtet. — Die direkte Bestimmung der Aminosaéuren 
zeigt eine Erhéhung vom ersten Tage auf den zweiten, die beinahe 
das sechsfache von dem des ersten Tages betrigt (von 0,216 auf 
1,198). Die indirekte Bestimmung zeigt ganz analog die Erhéhung 
des Aminoséurewertes auch erst am zweiten Tage, ein Zeichen, 
daB die Ausscheidung gegeniiber den Versuchen beim normalen 
Kind verlangsamt ist. Leider konnte der Versuch aus klinischen 
Griinden nicht linger als drei Tage fortgesetzt werden, das Ab 
klingen der Aminosiureausscheidung ist daher nicht abgewartet 
worden. 

Es lag uns noch ob, den Nachweis zu fiihren, da die aus- 
geschiedenen Aminosiauren, die wir mit der Neubergschen Methode 
erhielten, in der Tat unverbranntes Glykokoll waren. Die Naphtyl- 
cyanatprodukte wurden in Ammoniak gelést, der Ammoniak iiber 
dem Heifwasserbad verdunstet, und Naphtylcyanat-Glykokoll- 
verbindung mit Baryum -Acetat gefallt. Eine Analyse ergab fol- 
gende Werte: 

0,0331 g Naphtylcyanat-Baryumverbindung 
ergaben 0,0106 g BaCO; = 0,0074 g Ba. 
Gefunden fiir Ba = 22,2 %/, 
Berechnet fiir Ba = 22,0 °/o 
fiir die Formel 
(CioH; NH -CO- NHCH;COy) Ba (= C13Hi1103Ne)s Ba. 
Die aufgefundene Aminosiure war also in der Tat mit Gly- 


kokoll identisch. 
Versuch VII. 








Amino- . | - halee- 
Harn- siuren-N Naphtyl- | stoff | sduren 


Glykokoll-| Urin- Gesamt- 
stoff-N | indirekt cyanat 7 | ° 


r | . 
| menge | Ning | 
| } 


& 


| 205  0,8442 | 0,672 | -0,1071 | 0,1808 | 79,6 | 12,82 
2,5 | 260 1,029 0,784 | 01874 0,602 76,19 18,85 
200 1,071 +=—0,7308 | 0,189 «| 0,418 | 68,23 17,64 


f 
e 
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Die in der Rekonvaleszenz des Kindes eingegebene Glykokoll- 
menge (am zweiten Tage des Versuches) zeigt immer noch stark 
abweichende Verhiltnisse. Am Vortage ist der Harnstoff und die 
Aminosaureauscheidnng sowohl absolut als auch prozentisch als 
normal zu bezeichnen. Umso deutlicher zeigt sich das Ansteigen 
der Aminosiurewerte nach der Eingabe des Glykokolls. Wihrend 
mit der indirekten Methode gegen den Vortag eine Differenz von 
0,1122 g N und ein Ansteigen des Aminosaurekoeffizienten auf 
13 und 17 °/» zu konstatieren ist, steigt der direkt bestimmte Wert 
der Aminoséuren von 0,1808 auf 0,602 und ist auch am Nach 
tage noch nicht zum normalen abgesunken. Ks ist also auch in 
diesem Versuche, wenn auch nicht so deutlich wie vorher, eine 
Herabsetzung der Glykokollverbrennung ausgesprochen. 

Nachdem etwa vier Wochen spiater das Kind sich vollstandig 
erholt hatte, wurde ein dritter Stoffwechselversuch unter denselben 
Bedingungen angestellt. Die Stickstoffbestimmungen, Harnstoff- 
bestimmungen und dieindirekte Aminosaurefraktion nach Pfaund- 
ler wurden leider nicht angestellt, sondern nur die Aminosiuren 
nach der Neubergschen Methode bestimmt. 


Versuch VIII. 





Datum | Aminoséure direkt bestimmt Glykokoll-Einfubr 


20. IV. 0,292 


21. IV. 0,3318 2,5 
22. IV. 0,252 


Die Zahlen fiir die Naphthylcyanatprodukte erscheinen absolut 
genommen, hoch, doch ist dabei Riicksicht zu nehmen auf die 
nun bei weitem erhéhte Stickstoffeinfuhr (800 g Buttermilch), die 
natiirlich auch in einer Vermehrung des Aminosiurenstickstoffs 
zum Ausdruck kommt. Man vergleiche die Zahlen gesunder 
Kinder (Versuch II und III). 

Aus den Zahlen der Tabelle geht hervor, da die Aminosaure- 
ausscheidung auf Glykokolleinfuhr nicht mehr vermehrt ist, das 
Kind sich also beziiglich der Verbrennung normal verhiit. 

Auffallend ist, daB beim normalen Saugling in allen Ver- 
suchen ohne Einfuhr einer Aminosiure sowohl nach der direkten 
als auch nach der indirekten Methode ein betrachtlicher Wert auf 
den Aminosaurenstickstoff kommt. Wahrend z. B. der Pfaundler- 
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sche Koeffizient, wie eingangs erwahnt, beim Erwachsenen 3—4” , 
des Gesamtstickstoffs betriigt, sehen wir in Ubereinstimmnng mit 


Pfaundler den Koeffizienten beim normalen Saugling rund 10°/, 
erreichen. Es miissen also beim Siugling schon normalerweise 
bestimmte Stoffe zur Ausscheidung gelangen, die unter diese 
Fraktion gelangen. Der eine von uns hat, dadurch veranlabt, 
nach Aminosduren im Harn normaler Sauglinge gefahndet, ohne 
zu einem sicheren Resultat zu kommen (im Gegensatz zu Sa 
muely'). Indessen ist méglich, da®B die Aminosiauren in irgend 
einer gebundenen Form ausgeschieden werden und so der Bestim- 
mung entgehen. Daf etwa die Art der Nahrung von Belang sei, 
wie Pfaundler (a.a.O.) glaubt, halten wir nach unseren Versuchen 
nicht fiir wahrscheinlich, da wir bei den verschiedensten Ernah 
rungsformen prozentisch ziemlich gleiche Zahlen fir den Amino 
siurenkoeffizienten fanden. Der Harnstoffkoeffizient betragt beim 
normalen Kind in allen unseren Versuchen 60—80°/p, ein Wert, 
der dem in der Literatur festgestellten entspricht. 

Bei Einfiihrung von Glykokoll verindert sich die Amino 
siureausscheidung beim normalen Siugling unwesentlich. Wir 
sehen die absolute Harnstoffmenge steigen, den Harnstoffkoeffi- 
zienten und den Pfaund lerschen Koeffizienten aber nur sehr wenig 
beeinfluBt; eine gewisse, wenn auch dufert geringe Erhéhung in 
den Zahlen der absoluten Aminosiurestickstoffausscheidung (nach 
der indirekten und nach der direkten Bestimmung) scheint allerdings 
schon beim normalen Kinde stattzufinden. Beim ernihrungsge 
stérten Kinde ist diese Erhéhung noch etwas deutlicher. Mani- 
fest wird aber erst die mangelhafte Verbrennung der 
Aminosaiure bei dem ganz schwer erkrankten Kinde, 
dessen allgemeines Befinden eine schwere Stérung des 
Stoffwechsels anzeigte. (Acidose, Zucker im Urin.) Absicht- 
lich haben wir es unterlassen in unseren Versuchen die Quantitit 
der ausgeschiedenen Aminosaure exakt zu berechnen, da die an 
gewendeten Methoden Unterschiede in der Ausscheidung zwar deut 
lich zu markieren imstande sind, aber eine einwandsfreie exakte 
Bestimmung nicht bieten. Die deutlichen und erheblichen Er- 
héhungen der Aminosadurenwerte beim schwer erkrankten Kinde 
zeigen aber mit Sicherheit, daB ein groBer Teil des Glykokolls un- 


*) 2.6. ©. 
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verbrannt den Organismus verlassen hat. Damit haben wir aufs 
neue festgestellt, daB diese Form der schweren Darmer- 
krankungen des Siuglings sich im Stoffwechsel des Kin- 
des als eine schwere Schiadigung der oxydativen Energie 
dokumentieren. Die Untersuchungen bilden demnach einen 
weiteren Baustein zu den bisher schon bekannten Stérungen des 
Stoffwechsels im Fett- und Zuckerabbau, insofern wir die bei diesen 
Kindern stets auftretende Acidose als eine Stérung des Fettstoff- 
wechsels und die zu gleicher Zeit sie begleitende Laktosurie und 
Galaktosurie als Stérung des Kohlehydratstoffwechsels auffassen. 
Es erscheint uns daher nach den Resultaten der neueren Forschung 
die Schwere des Krankheitsbildes des Enterokatarrhs der Siaug- 
linge wesentlich bedingt zu sein durch die Alteration des Stoff- 
wechsels, eine Auffassung, die neuerdings Finkelstein’) auf 
Grund rein klassischer Beobachtung vertritt. 


") Jahrb. f. Kinderh. 1907. S. 1. 





Beitrag zur Kenntnis des Kreatins und Kreatinins 
im Stoffwechsel des Menschen. 


Von 
Kj. Otto af Klercker. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Universitat Lund.) 
(Eingegangen am 19. Dezember 1906.) 


Einleitung. 

Das Kreatinin im menschlichen Harne wurde schon friih in 
genetischen Zusammenhang mit dem Kreatin gesetzt. Die Tat- 
sache, dafi das Kreatin in vitro bei Erwairmen mit Saéuren ohne 
Schwierigkeit in sein Anhydrid, das Kreatinin, umgewandelt werden 
konnte, wurde ohne weiteres auf die intravitalen Verhiltnisse 
iibertragen. Mit dem Kreatin als Muttersubstanz des Harnkrea- 
tinins lieBen sich selbstverstaéndlich zwei Quellen der Kreatinin- 
ausscheidung denken. Das Kreatinin konnte entweder endogen 
in der Muskulatur des eigenen Kérpers aus dem hier stets gebil- 
deten Kreatin, oder aus Kreatin, das yon aufen mit der Fleisch- 
nahrung zugefiihrt worden war, entstanden sein, exogenes Kreati- 
nin. Fiir das Vorkommen beider Entstehungsarten hat man auch 
geglaubt Beweise gefunden zu haben. So wurde bei Tieren sowohl 
nach gréBeren Fleischgaben als nach Zufuhr von reinem Kreatin eine 
Vermehrung der Kreatininausscheidung von mehreren Forschern 
(Munck’), MeiBner’®), Voit*), Gruber‘)), festgestellt. v. Noor- 
den®) sagt sogar in seinem bekannten Handbuch der Pathologie des 


1) Munk, Deutsche Klinik 1862, 299, zit. n. Voit. 

*) MeiBner, Ztschr. f. rat. Med. Dritte Reihe 81, 284. 1868. 

5) Voit, Ztschr. f. Biolog. 4, 108. 1868. 

*) Gruber, Ztschr. f. Biolog. 42, 416. 1901. 

5) vy. Noorden, Handbuch der Pathologie des Stoffwechsels. Zweite 
Aufl., Erster Band. Berlin 1906, 520. 
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Stoffwechsels: ,Die wichtigste Quelle fiir das Kreatinin bei nor- 
maler Ernihrung ist das Kreatin der Nahrung. Daneben kommt 
das in den Muskeln des Koérpers enthaltene Kreatin in Betracht.: 
Auffalligerweise tritt auf einer anderen Stelle desselben Buches 
Magnus-Levy') fiir die ganz entgegengesetzte Auffassung ein, 
naimlich daf das Kreatinin hauptsiichlich in der Muskulatur des 
Korpers selbst gebildet wird. ..Dafiir“ sagt er, ,da® das Harnkrea- 
tinin — abgesehen von dem in der Nahrung aufgenommenen — 
im wesentlichen aus dem Muskel stammt, dort aus anderen Materi 
alien gebildet wird, sprechen die Erfahrungen bei vorgeschrittener 
Muskelatrophie.~ In bezug auf dieses endogene Kreatinin fiel das 
Problem seiner Entstehung mit der Frage von der Ursache der 
Kreatinbildung in den Muskeln zusammen. Daf das Kreatin 
wiederum bei der Zusammmenziehung der Muskeln entstinde, war 
fiir die altere Liebigsche Anschauung iiber die Natur der Muskel- 
arbeit sehr verlockend anzunehmen. Nach dieser war ja die Quelle 
der Muskelkraft hauptsichlich im Eiweif zu suchen und als dessen 
Zerfallsprodukt lief sich das N-haltige Kreatin unschwer auf 
fassen. Diese Frage ist auch mehrmals experimentell in Angriff 
genommen, wobei man in Erfahrung zu bringen suchte, teils in- 
wieweit der Kreatingehalt in arbeitenden Muskeln vermebrt wurde, 
teils inwieweit bei Menschen die Kreatininausscheidung im Harne 
durch starke Muskelbewegungen beeinflu®t werden konnte. Ver- 
schiedene Forscher sind hierbei zu véllig widersprechenden Resul- 
taten gekommen. 

Es diirfte indessen von sehr geringem Interesse sein naher 
auf diese ailteren Untersuchungen einzugehen®). Sie sind simtlich 
mit einer Methode ausgefiihrt, die nach der jetzigen Auffassung 
nicht als zuverlissig gelten kann. Das Vorgehen ist im Prinzipe 
dasselbe, das schon von Pettenkofer*) angewendet wurde, als er 
den neuen Harnbestandteil entdeckte, der spiter von Liebig*) 
Kreatinin genannt wurde. Ein alkoholisches Extrakt auf dem 
vorher bis Sirupskonsistenz eingedampften Harne wird mit ZnCl, 


") Magnus-Levy, bei v. Noorden a. a. O. S. 137. 

*) Vgl. vor allem Voit a. a. 0. S.85—91 und Gregor, Ztschr. f. 
physiol. Chem. 81, 98. 1900/1901, in welchen Arbeiten weitere Literatur- 
angaben zu finden sind. 

5) Pettenkofer, Ann. d. Chem. und Pharm. §2%, 97. 1844. 

*, Liebig, Ann. d. Chem. und Pharm. 62, 303. 1847. 
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versetzt, wobei unlésliches Kreatininchlorzink niedergeschlagen 
wird. Zu quantitativer Methode von Neubauer’) ausgearbeitet, 


wurde sie spiiter von Salkowski*) verbessert, aber auch wenn sie 
auf diese von ihm angegebene Weise ausgefiihrt wird, ist sie nicht 
ganz sicher, ja wie Salkowski selbst einraéumt, .auch bei aller 
Sorgfalt und ohne einen erkennbaren Fehler kannsie, wie es scheint, 
gelegentlich miBlingen*. Es ist klar, daB Resultate, die mit einer 
so wenig zuverlaflichen Methode gewonnen worden sind, nur 
einen zweifelhaften Wert beanspruchen kénnen. Wenn darum 
Folin*) im Jahre 1904 eine allem Anschein nach sehr zuverlissige 
kolorimetrische Kreatinin-Bestimmungsmethode  verdffentlichte, 
wurde es klar, dal} eine vollstindige Revision der ganzen Kreatinin 
frage mit Anwendung dieser neuen Methode erheischt wurde. Vor 
allem waren es dabei drei Punkte, die ein besonderes Interesse dar 
boten. 1. Das Vorkommen und die eventuelle Bedeutung exogenes 
Kreatinins im Harne. 2. Der Zusammenhang der endogenen Krea 
tininbildung mit der Muskelarbeit und 3. mit dem EiweiBumeatze. 
Der letzte Punkt wurde bald darauf von Folin selbst in Angritf 
genommen‘). Die vorher allgemein gehegte Auffassung war woh! 
diejenige, die Hammarsten”®) in seinem Lehrbuche zum Aus 
drucke gebracht hat, dal} die Kreatininmenge im Harne .im allge- 
meinen mit der Menge des Harnstoffes gleichen Schritt halt, d.h. 
direkt von der GréBe des EiweiBumeatzes beeinflubt wird. Folin 
kam indessen zu dem ganz entgegengesetzten Resultat. Durch sorg 
faltige Untersuchungen an mehreren Individuen konnte er zeigen, 
daf bei kreatinfreier Nahrung der Eiweibgehalt derselben keinen 
EinfluB auf die GréBe der Kreatininausscheidung ausiibte. Die 
24-stiindliche Kreatininmenge des Harnes war im Gegenteil eine 
fiir jedes Individuum konstante GréBe, wahrend der entsprechende 
Gehalt an Gesamtstickstoff und Harnstoff auf bekannte Weise 
parallel) mit der EiweiSzufuhr schwankte. Auf Grund dieser 
Untersuchungen wurde er zu einer neuen Theorie des Eiweibum 
satzes im Korper gebracht. Man muf nach ihm streng zwischen 


Neubauer, Ann. d. Chem. und Pharm. 119, 35. 1861. 
Salkowski, Ztschr. f. physiol. Chem. 10, 119. 1886. 
Folin, Ztschr. f. physiol. Chem. 41, 223. 1904. 
Folin, American Journal of Physiol. 18, 83 und 122. 
) Hammarsten, Lebrb. d. physiol. Chem., vierte Auflage, Wies 
baden 1899, 434. 
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zwei voneinander vollig unabhiingigen Arten des EiweiBstoff- 
wechsels unterscheiden. Die eine Art ist sehr verinderlich in 
bezug auf ihre Grobe, liefert als Stoffwechselendprodukte haupt- 
siichlich Harnstoff und unorganische Sulfate, dagegen kein Krea- 
tinin und wabrscheinlich auch keinen Neutralschwefel. Die andere 
Art ist ziemlich konstant, wird hauptsiichlich durch Kreatinin und 
Neutralschwefel und in kleinerem Umfange durch Harnsiiure und 
Atherschwefelsiuren charakterisiert. Diese letztere Form von Ki- 
weilstoffwechsel ,,probably constitute an essential part of the acti- 
vity which distinguishes living cells from dead ones“. Er nennt 
sie darum den Gewebsmetabolismus oder den endogenen Metabo- 
lismus, im Gegensatz zu der anderen Form, die mit dem Eiweib- 
gehalte der Nahrung schwankt und die er als den exogenen oder 
intermediaren Metabolismus bezeichnet. Er hat auch eine ganz 
neue Hypothese iiber die Bedeutung dieses letzteren aufzustellen 
versucht, worauf ich indessen hier nicht naher eingehen werde. 
So stand es mit der Frage, als ich mich im Sommer 1905 dazu 
entschloB, durch Versuche an mir selbst unter Anwendung der 
Folinschen Methode zuerst diese Ergebnisse Folins nachzu- 
priifen und demnichst die zwei anderen oben erwiihnten Punkte 
zu erledigen. Indessen hatte, wie es sich zeigte, schon vorher 
v. Hoogenhuyze und Verploegh in Utrecht die Untersuchungen 
angefangen, die spiater im Schlu® des Jahres 1905 veréffentlicht 
wurden’), als ich schon in vollem Gange mit meinen Versuchen 
war. Sie hatten zu ihrer Aufgabe gemacht, mittels der Methode 
Folins den Einflu8 der Muskelarbeit auf die GréBe der Kreatinin- 
ausscheidung zu ermitteln. Durch sorgfiltige und zahlreiche 
Selbstversuche gelang es ihnen, wie es scheint, véllig beweisend 
festzustellen, daB die Muskelarbeit unter normalen Verhiltnissen 
keinen solchen Einflu6 ausiibt. Hierdurch war der obenerwahnte 
Punkt No. 2 auBer Rechnung gestellt worden, und es blieb mir 
nunmehr nur die Frage von dem exogenen Kreatinin tibrig. Die 
Arbeit der hollindischen Forscher hat mich indessen zu einer 
vorlaiufigen Mitteilung der Resultate, wozu ich damals betreffs 


) Van Hoogenhuyze und Verploegh, Ztschr. f. physiol. Chem. 
46, 415. 1905, auch in hollindischer Sprache bei Pekelharing, Onder- 
zoekingen gedaan in het physiologisch laboratorium der Utrechtsche 
hoogeschool vijfde reeks VI Utrecht 1906, 210. 
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dieser Frage gekommen zu sein glaubte, veranlalit'). Spiiter hat 


auch Folin?) selbst Untersuchungen iiber dasselbe Thema verdffent- 
licht, deren Resultate zum Teil mit den in meiner obenerwihnten 
Mitteilung vorgelegten iibereinstimmen. Ich werde weiter unten 
nach dem ausfiihrlichen Bericht meiner eigenen Untersuchungen 
Gelegenheit bekommen, niher anf die erwihnten Ergebnisse 
Folins einzugehen 

Es wird sich dann zeigen, dais die Ubereinstimmung zwischen 
meinen Untersuchungen und denjenigen Folins die bei dem 
Punkte, bis zu welchem jene zur Zeit meiner friiheren Mitteilung 
fortgeschritten waren, nur eine teilweise war, nunmehr in der 
Hauptsache als eine véllige gelten mub. 

Die Aufgaben meiner Untersuchungen sind also hauptsiich- 
lich folgende gewesen. Erstens wiinschte ich die Richtigkeit der 
Auffassung Folins, dafi die Kreatininausscheidung von der Ei- 
weilizufuhr unabhingig ist, zu priifen, was auf die Weise geschah, 
da ich die 24-stiindliche Kreatininmenge des Harnes wiahrend 
nacheinander folgender Perioden von resp. eiweiBarmer und eiweils 
reicher Diit bestimmte. Zweitens galt es die Frage zu erledigen, 
inwieweit das Harnkreatinin auch eine exogene Herkunft haben 
kann. Dieser letzten Aufgabe glaubte ich dadurch gerecht zu 
werden, daf ich an gewissen Tagen Kreatin und Kreatinin ent- 
entweder in Form von Fleisch bezw. Fleischextrakt oder in Rein- 
substanz per os einnahm und das Schicksal der auf diese Weise 
in den Kérper eingefiihrten Fleischbasen zu erforschen suchte. 

Ehe ich indessen auf diese meine Untersuchungen eingehe, 
will ich jedoch zuerst einige Bemerkungen tiber die bei denselben 
angewandten Bestimmungsmethoden, besonders diejenigen des 
Kreatinins und Kreatins, mitteilen. 


Methodik. 

Die Kreatininbestimmungen habe ich, wie gesagt, nach 
der kolorimetrischen Methode von Folin mit Anwendung eines Ko 
lorimeters von Dubosgq ausgefiihrt. Fiir eine genauere Beschrei 
bung dieser Methode, die auf Grundlage der Jaffeschen Krea 
tininreaktion mit Pikrinsiiure in alkalischer Lésung ausgearbeitet 


1) Klercker, Beitriige z. chem. Physiol. und Pathol. 8, 59. 1906. 
*) Folin, Festschrift Olof Hammarsten gewidmet, Upsala und 
Wiesbaden 1906. 
Biochemische Zeitschrift Band III. 
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worden ist, mu8 aufs Original’) hingewiesen werden. Als Ver- 
gleich dient eine 8 mm hohe Fliissigkeitssiule einer halbnor- 
malen Lésung von Kaliumbichromat, die nach Folin im Kolori- 
meter genau dieselbe Farbennuance und -intensitét zeigt, wie 
8,1 mm einer Lésung von 10 mg Kreatinin, die mit 15 ccm 
gesittigte Pikrinsiurelésung und 5 ccm 10°/9ige NaOH-Lésung 
versetzt und bis 500 ccm verdiinnt worden ist. van Hoogen- 
huyze und Verploegh’) haben ein ganz ahnliches Resultat be- 
kommen. Eine Kreatininlésung von derselben Starke und auf 
dieselbe Weise behandelt und verdiinnt ergab nach ihnen ,,als 
Mittel aus 10 Beobachtungen 8,14 mm (max. 8,2, min. 8,1)“. 
Kine im Kolorimeter abgelesene Fliissigkeitssiiule von 8,1 mm 
schien also ziemlich genau 10 mg Kreatinin zu entsprechen. 

Aller Sicherheit wegen habe ich dennoch folgende Kontroll- 
bestimmung gemacht. Reines Kreatinin wurde auf die von Folin 
angegebene Weise aus Harn bereitet. 10 ccm einer Lésung hier- 
von, worin nach der Stickstoffbestimmung 9,66 mg Kreatinin 
vorhanden war, wurde kolorimetrisch nach Folin untersucht. 
Als Mittel aus 8 Ablesungen wurde hierbei eine Fliissigkeitshéhe 
von 8,36 mm (max. 8,5, min. 8,2) gefunden, was nach der Be- 
rechnung Folins 9,69 mg Kreatinin entsprechen wiirde. Dem- 
gemiB habe ich auch bei meinen Untersuchungen den von Folin 
angegebenen Normalwert von 8,1 mm meinen Berechnungen zu 
Grunde gelegt. 

Die Methode kann jedoch nicht als im strengeren Sinne 
des Wortes vodllig exakt betrachtet werden. Wie allen solchen 
optischen Methoden haftet ihr selbstverstindlich immer etwas 
Subjektives daran. Davon abgesehen, daB es viel auf Ubung an- 
kommt, gibt es auBerdem eine Reihe von Umstanden, welche 
von Einflu®8 sind. So ist die Beschaffenheit der Beleuchtung 
nicht ohne eine gewisse Bedeutung. Nicht nur so, daB bei ein- 
brechender Dunkelheit die Ablesungen sehr bald unsicher werden, 
auch eine zu grofe Helle ist ungeeignet. Bei direkter Sonnen- 
beleuchtung, auch wenn als Reflektor die Platte aus Milchglas, 
die sich an diesem Kolorimeter angebracht findet, angewendet 
wird, war es mir wenigstens nicht méglich, dasselbe Resultat 


') Folin, Ztschr. f. physiol. Chem. 41. 
) a. a. 0. 
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zu bekommen, als wenn diffuses Licht mit dem Planspiegel 
reflektiert wurde. Ja bei Sonnenbeleuchtung ist es einfach nicht 
méglich, vollig dieselbe Farbennuance der beiden Felder des Kolori 
meters zu bekommen. Es wire darum gut gewesen, wenn man 
eine kiinstliche Lichtquelle von konstanter Stirke hiitte an- 
wenden kénnen; es ist mir jedoch nicht gelungen irgend eine 
derartige ausfindig zu machen. Ich habe immer diffuses Licht 
benutzt wihrend der hellsten Stunden des Tages und immer das 
Mittel aus wenigstens 5 Ablesungen gezogen. Nach einiger Ubung 
wird es bald dahin kommen, dal} unter diesen Umstanden die 
verschiedenen Ablesungen héchstens 0,3 mm von einander ab- 
weichen und da8 auch verschiedene Bestimmungen bis auf un 
gefihr dieselbe Fehlergrenze tibereinstimmende Resultate liefern. 

Ebenso wie Folin fand auch ich, daB, wenn die abgelesene 
Fliissigkeitshéhe sehr weit vom Normalwerte 8,1 mm abwich, 
die Werte nicht zuverlissig waren. Ich habe darum immer wie 
er zur Bestimmung eine Harnmenge von der Gréfe gewihlt, 
daB8 die im Kolorimeter abgelesenen Fliissigkeitssiulen zwischen 
5 und 13 mm lagen, und andernfalls die Bestimmung mit einer 
passenden Harnmenge wiederholt, 

Nach van Hoogenhuyze und Verploegh tibt die Tempe 
ratur auf die Reaktion insofern einen EinfluB, da’ eine hohere 
Temperatur eine dunklere Farbung bewirkt. Ich glaube indessen 
annehmen zu kénnen, da ich immer Wasser von ungefihr 
derselben Temperatur zur Verdiinnung gebraucht habe. Wiihrend 


a . a 4 
der heifen Jahreszeit wurde dieses direkt aus der Wasserleitung 


genommen, wihrend der kialteren wurde immer Leitungswasser, 
das so lange, bis es die Zimmertemperatur angenommen hatte, auf- 
bewahrt wurde, angewandt. 

Eine andere Frage ist die, inwieweit nicht der Harn irgend- 
welche Stoffe von auf die Reaktion stérender Einwirkung enthalten 
kann. Die Frage wurde schon von Jaffe') auf die Weise beant- 
wortet, daf bei gewéhnlicher Temperatur keine der bekannten, 
normalen Harnbestandteile die fiir das Kreatinin charakteristische 
Pikrinsiéurereaktion gaben, und auch nicht das Kreatin. Dagegen 
machte er darauf aufmerksam, daf das Aceton, das ja nicht selten 
unter gewissen pathologischen Zustaénden im Harne vorkommt, 


*) Jaffe, Ztschr. f. physiol. Chem. 10, 399. 1886. 
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mit denselben Reagentien eine schwach rotgelbe Nuance gibt, 
die er jedoch kaum mit der bedeutend stirkeren, rein roten Krea- 
tininfirbung verwechselt haben will. Folin') hat auBer Aceton 
auch Acetessigsiiure, Acetessigiither und Schwefelwasserstoff als 
stérend gefunden“. Auf welche Weise diese Kérper stérend wir- 
ken, wird nicht erwihnt, wahrscheinlich wird wohl die ahnliche 
Farbreaktion mit Pikrinsiiure gemeint. Beziiglich des Acetons in- 
dessen diirfte jedoch die schwache Firbung, die es mit Pikrinsaéure 
bewirkt, auch nicht bei der quantitativen Kreatininbestimmung 
einen bemerkbaren Fehler herbeifiihren kénnen. Durch die groBe 
Verdiinnung, die hier stattfindet, wird die Bedeutung derselben 
ganz gewil véllig eliminiert. Dagegen ist das Aceton durch eine 
andere Kigenschaft gekennzeichnet, wovon, so viel ich weil, die 
Rede bisher nicht gewesen ist, die aber ganz einfach bei Anwesen- 
heit von Aceton in einer Kreatininlésung die Folinsche kolori- 
metrische Methode véllig unbrauchbar macht. Das Aceton hat 
nimlich die Fihigkeit, eine schnelle Erblassung der ro- 
ten Kreatinin-Pikrinsiurefarblésung zu bewirken. Diese 
interessante Tatsache ergab sich bei einem Versuche, den Kreatinin- 
gehalt eines diabetischen Harnes, der ebenfalls reichlich Aceton- 
kérper hielt, kolorimetrisch zu bestimmen. Es zeigte sich vdllig 
unmdglich, zwei iibereinstimmende Ablesungen zu machen; bei 
jeder folgenden Ablesung wurde die Hohe der Fliissigkeitssiiule be- 
deutend héher gefunden, und gleichzeitig konnte man deutlich direkt 
sehen, wie die Stirke der Farblésung abnahm, so daf die rote Farbe 
schon nach ungefiihr einer Stunde vollig verschwunden war, und 
eine einfach gelb gefirbte Lésung tibrig blieb. Es trat indessen hier- 
bei eine Erscheinnung ein, die mir anfangs einige Schwierigkeiten 
zu deuten verursachte. Lief ich nimlich die nun blasse Lésung bis 
zum folgenden Tage stehen, erschien eine neue Rotfirbung, die 
sogar viel intensiver als die urspriingliche war. Diese neue Fiirbung 
zeigte sich indessen in keinem Zusammenhang mit dem Aceton 
zu stehen, sondern war von der Gly kose verursacht worden. Diese 
gibt ebenfalls’ mit Pikrinsiiure und Natronlauge eine starke Rot- 
fiirbung, die jedoch bei gewo6hnlicher Temperatur erst nach linge- 
rer Zeit erscheint, bei Erhitzung dagegen augenblicklich, ein Ver- 
haltnis, worauf tibrigens schon Jaffe aufmerksam machte. In 


') Folin, Ztschr. f. physiol. Chem. 41. a. a. 0. 
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Ubereinstimmung hiermit konnte diese zweite Fiirbung auch nicht 
im mit Hefe behandelten Harne wahrgenommen werden. Dagegen 
war kein Unterschied in der Erblassung der Kreatininfiirbung, die 
ebenso schnell wie vorher vor sich ging. Eine Probe desselben 
Diabetesharns wurde sodann anhaltend gekocht, und zum friihe- 
ren Volumen wieder aufgefiillt. Die Legalsche und Gerhard 
sche Reaktionen gaben nun einen nur sehr schwachen Ausschlag 
und die kolorimetrische Bestimmung gelang auch obne Schwierig- 
keit und ohne die schnelle Erblassung. Hiermit war es in hohem 
Grade wahrscheinlich gemacht worden, dai’ das Aceton an der 
schnellen Erblassung wirklich schuld war. 

Normaler Harn, der mit 10°/) Aceton versetzt worden war, 
zeigte dasselbe Verhalten. Ein exaktes Ablesen im Kolorimeter 
war auch hier nicht méglich, die Fliissigkeitssiule wurde immer 
héher, nach 10 Min. war sie 3 mm hdéher, nach weiteren 10 Min. 
sogar 7 mm hoher als anfangs, und nach einer Stunde war die Lé- 
sung voOllig abgeblaBt. Wenn das Aceton durch anhaltendes 
Kochen entfernt und der Harn zum friiheren Volumen aufgefiillt 
wurde, ging die Bestimmung glatt und gab dasselbe Resultat wie 
im urspriinglichen, entsprechend verdiinnten Harne. Hiermit ist 


also auch der Weg, worauf die Kreatininbestimmung im aceton- 


haltigen Harne sich machen lift, angezeigt worden. 

Wie van H. und V. habe auch ich gefunden, dali mit der 
Folinschen Methode hihere Werte als mit der ilteren Methode 
von Neubauer-Salkowski bekommen werden. In drei Ver- 
suchen, in denen ich den Kreatiningehalt des Harnes gleichzeitig 
mit beiden Methoden bestimmte, fand ich in 1000 ecm Harn 
folgende Kreatininmengen: 





Nach Neubauer- 
Salkowski 


& £ ~ ‘0 


Nach Folin Differenz 


1 1,99 2,32 0,33 16,5 
I] 1,71 2,22 0,51 29,8 
Ii] 1,03 1,98 0,95 92,2 





—= 








Bestimmung des Kreatins. Mit der Folinschen Me- 
thode lat sich auch eventuell im Harne yorhandenes Kreatin 
sehr einfach nachweisen und auch quantitativ bestimmen. Solche 
Bestimmungen habe ich auch auf die von Folin') angegebene 


®) Folin, Ztschr. f. physiol. Chem. 41. a. a. O. 
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Weise gemacht. 10 oder 5 ccm Harn, im letzteren Falle bis 10 ccm 
mit Wasser verdiinnt, wurden mit 5 ccm . HC] versetzt, in einem 
mit einem ungefahr 50 cm langen Steigrohre versehenen Kolben 
waihrend drei Stunden auf einem kochenden Wasserbade erhitzt. 
Wenn es sich nur um kleinere Mengen handelt, wird unter 
diesen Umstiinden alles Kreatin in Kreatinin tibergefiihrt. Nach 
Neutralisation wird eine kolorimetrische Kreatininbestimmung 
auf gewohnliche Weise gemacht. Wenn der hierbei erhaltene 
Wert, das Gesamtkreatinin, groBer als der direkt im Harne 
gefundene, das priformierte Kreatinin, ist, mu der Unter- 
schied auf Vorhandensein einer entsprechenden Menge Kreatin 
bezogen werden. Hier ist jedoch daran zu erinnern, daB auch 
zwischen zwei direkt im Harne gemachten Bestimmungen kleinere 
Differenzen sich zeigen kénnen. Auch bei aller Sorgfalt kénnen 
die bei verschiedenen Bestimmungen einer und derselben Krea- 
tininlésung im Kolorimeter beobachteten Fliissigkeitsiulen sogar 
0,3 mm voneinander differieren. Bei Beurteilung der Resultate 
kolorimetrischer Bestimmungen vor und nach HCl]-Behandlung 
mu dies also in Betracht gezogen werden. Erst wenn die ab- 
gelesene Fliissigkeitssiiule bei der kolorimetrischen Bestimmung 
nach der HCl-Behandlung wenigstens 0,3 mm niedriger als bei der 
direkten Bestimmung ist, kann also mit irgend welcher Sicherheit 
das Vorhandensein von Kreatin als festgestellt angesehen werden ; 
und je weiter sich der Unterschied von diesem Grenzwerte entfernt, 
mit desto gréBerer Gewibheit ist er selbstverstiindlich auf Krea- 
tin zu beziehen. Ich werde dies mit ein paar Beispielen verdeut- 
lichen. In 102 cem Harn wurde der Gehalt an priaformiertem 
Kreatinin kolorimetrisch zu 0,21 g und der Gesamtkreatiningehalt 
zu 0,27 g bestimmt (Ser. II, 5. Okt., 3,45 Uhr nm., Tabelle 5). In 
dieser Harnmenge findet sich also eine 0,06 g Kreatinin ent- 
sprechende Kreatinmenge. Die Bestimmungen sowohl vor als 
nach HCl-Behandlung wurden hier mit 5 cem Harn gemacht, vor 
der HCl-Behandlung war die Fliissigkeitssiule 8 mm, nach der 
Behandlung 6,2 mm hoch, d. h. 1,8 mm niedriger, ein Unterschied 
der weit auBerhalb der Fehlergrenze liegt. Das Vorhandensein 
einer der Differenz entsprechenden Kreatinmenge ist also hier ge- 
niigend sichergestellt. Ein andermal [Ser. [V, 20. Marz, Tabelle 8} 
fand ich in 1860ccm Harn 1,69 g praformiertes und 1,75 g Gesamt- 
kreatinin, also denselben Unterschied 0,06 g wie im vorigen Bei- 
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spiele. Ob der Unterschied indessen auch hier wirklich von Krea- 
tin bewirkt wird, lat sich nicht mit Sicherheit entscheiden. Bei 
der Bestimmung vor der HCl-Behandlung war die Hohe der 
Fliissigskeitssiitule 8,9 mm, nach derselben 8,6 mm, d. h. eine 
Differenz von nur 0,3 mm, die sehr wohl auf Beobachtungsfehler 
beruhen kann. Beide Bestimmungen wurden hier mit 10 cem 
Harn gemacht. Um beurteilen zu kénnen, inwieweit eine zwischen 
dem Gesamtkreatinin uud dem priformierten Kreatinin bestehende 
Differenz wirklich auf Kreatin bezogen werden kann, ist also, be 


sonders wenn der Unterschied nur klein ist, die Kenntnis der pri 


miiren Differenzen zwischen den beziiglichen Fliissigkeitshéhen, 
die bei den kolorimetrischen Bestimmungen vor und nach der 
HCl-Behandlung des Harnes direkt beobachtet werden, ebenfalls 
erforderlich. Diese Zahlen sind darum auch in meinen Tabellen 
unter der Rubrik: primaire Differenz mitgeteilt worden. 


AuBer Kreatinin und Kreatin habe ich beinahe immer den 
Gesamtstickstoff des Harnes wie gewohnlich nach Kjeldahl be 
stimmt. In drei von den Versuchsserien sind auBerdem Harn 
stoff-, Ammoniak- und Harnsiiurebestimmungen gemacht worden. 

Die Harnstoffbestimmung geschah nach der Methode 
von Folin-Mérner’) 


}. 


In der Serie I wurde der Harn zuerst wie 
bei der ilteren Methode von Mérner-Sjéqvist mit Baryum- 
hydroxid und Alkoholithermischung gefallt und die Bestimmung 
in dem Filrat gemacht. In den beiden anderen Serien wurde die 
Bestimmung direkt im Harne vorgenommen. 


Das Ammoniak habe ich mit der ebenfalls von Folin an- 
gegebenen Methode*) bestimmt. Das Toluol, das zugesetzt wird 
um das Schiiumen des Harnes beim Luftdurchblasen abzu 
schwichen, habe ich jedoch mit Vorteil gegen Paraffinum liquidum 
vertauscht. Ich habe auBerdem eine andere kleine Veranderung 
insofern vorgenommen, daf ich den Luftstrom zuerst durch 
Schwefelsiiure passieren lie}, um ihn vollig ammoniakfrei zu 
machen. Das Uberspritzen von Schwefelsiure suchte ich durch ein 
dazwischen gesetztes Wattefiltrum zu verhindern. Das Luftdurch- 


’) Folin, Ztschr. f. physiol. Chem. 82, 36 u. 87; Mirner, Skand. 
Arch. f. Physiol. 4, 297. 1903. 
*®) Folin, Ztschr. f. physiol Chem. 37. 
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saugen habe ich immer drei Stunden lang fortgesetzt und habe 
mich tiberzeugt, daf nach dieser Zeit alles Ammoniak iibergetrieben 
worden war. 

Wie Folin habe ich auch Versuche mit Lésungen von 
Ammoniumchlorid gemacht, worin der Ammoniakgehalt gleichzeitig 
durch Destillation und Durchblasung bestimmt wurde. Ich habe 
vollig iibereinstimmende Werte bekommen. Das Ammoniak wurde 
immer in doppelten Vorlagen aufgefangen, es zeigte sich jedoch 
immer, daf alles Ammoniak schon in der ersten Vorlage absorbiert 
worden war. 

Die Harnsiurebestimmungen endlich habe ich mit der 
Methode von Hopkins-Folin’) ausgefiihrt. 


Ich habe immer selbst als Versuchs-Individuum gedient. Ich 
bin jetzt 36 Jahre alt, véllig gesund, 187 cm lang, wohlgeniihrt, 
jedoch nicht fett. Mein Kérpergewicht hat waihrend der Zeit dieser 
Untersuchungen, da es an den allermeisten Tagen festgestellt 
wurde, zwischen 86,65 und 92,45 kg geschwankt. (Die Wiigungen 
geschahen immer friih niichtern gleich nach dem Aufstehen um 
7 Uhr.) 


Besteht ein Zusammenhang zwischen der Kreatininausscheidung und 
der Gréfe des Eiweifumsatzes? 


Meine erste Untersuchung beabsichtigte, wie gesagt, die Richtig- 
keit der von Folin vorgelegten Ansichten tiber die Unabhingigkeit 
der Kreatininausscheidung von der Grébe des EiweiBumsatzes im 
K6érper zu kontrollieren. 


Versuchsserie I. 


Wihrend 6 Tagen, vom 31. Juli bis 5. August 1905, nahm ich darum 
eine kreatinfreie, sehr eiweiBarme Nahrung zu mir, die auf die von 
Landergren’*) angegebene Weise zusammengesetzt und bereitet wor- 
den war. 

Der N-Gehalt der verschiedenen Speisen wurde durch eigens ange- 
stellte N-Analysen bestimmt. Meine Werte stimmten alle sehr gut mit 
den von Landergren erhaltenen iiberein. Den Gehalt der Nahrung an 
Kohlenhydrat und Fett habe ich einfach nach den Analysen Landergrens 


) Folin, Ztschr. f. physiol. Chem. 2¢. 
*) Landergren, Skand. Arch. f. Physiol. 14, 125. 1903. 





Kreatin und Kreatinin im Stoffwechsel. 


berechnet. Mit dieser Kost wurde tiglich im Durchsechnitt 3,5 g N oder 
22 g¢ N-Substanz') zugefiihrt. 

Am 6. August wurde die Diit 
plitzlich geiindert, und von nun an 
wihrend weiterer 6 Tage bis zum 
11. August eine eiweiBreiche, aber fort- 
wihrend kreatinfreie Kost genommen. 
Diese wurde aus Eier, Roggenbrot, 
Butter, Kartoffeln, Kiise und Zucker 
in abgewogenen Mengen zusammen- 
gesetzt und ihr Gehalt an den ver- 
schiedenen Nahrungsmittelgruppen auf 
Grund bekannter Durchschnittsana- 
lysen berechnet. Nach einer solchen 
Berechnung wiirde mit dieser Kost 
tiglich im Durchschnitt 25 g N oder 
156 g N-Substanz zugefiihrt werden. 
Die Nahrung der beiden Kostformen 
wurde immer auf drei ungefihr gleich 





groBe Mahlzeiten verteilt. Wihrend 
der g 
Harn in 24stiindlichen Mengen von 


anzen Versuchsserie wurde der 


7 Uhr friih des einen Tages bis 7 Uhr 
des anderen Morgens aufgesammelt. 
Die Fices jeder der beiden Kostperi- 
oden wurden yon einander getrennt 
aufgesammelt und wie gewoéhnlich 
eingetrocknet. Zur Abgrenzung der- 
selben dienten in diesem Versuche 
Heidelbeeren. 

Im Harne wurde auBer Gesamt- 
stickstoff und priiformiertem Kreatinin 
auch Harnstoff, Ammoniak und Harn- 
siiure bestimmt. Auf Vorhandensein \ a | 
von Kreatin wurde dagegen diesmal ‘ili Aug 
nicht gepriift. Fig. 1. 24stiindl. Ausscheidung von 
Gesamt-N und Kreatinin-N in g 

wahrend Versuchsserie I. 
serie ist in den folgenden Ta- Der untere geschwirzte Teil bedeutet 
K reatinin-N. 






































4 6 He 


Das Resultat dieser Versuchs 


bellen 1 und 2 zusammengestellt 


worden. Vgl. auch Figur 1. 


1) Mit N-Substanz verstehe ich immer die durch Multiplikation des 
N-Wertes mit 6,25 erhaltene Eiweifzahl. 
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Tabelle 1. N-Bilanz. 


A. Wihrend kreatinfreier, N-armer Diat (vom 31. Juli bis zum 
5. August, 6 Tage): 195 g N-armes Brot (Landergren), 333 g Maizena- 
cakes (Landergren), 158 g Kartoffeln, 173 g Butter, 10 g Zucker = 22 g 
N-Subst. (3,5 g N), 228 g Fett, 400 ¢g Kohlehydrate, 48,4 Kalorien 





pro kg. 
& .| el g Fics | ow | o8le2! 
Datum aE cc) a ” 8 ~ ly, 2 aie ; 
_ 2s & & =... trok- | in den mez | Bilanz 
1905 t< *, | %o = frisch | | Fiices 7.) an S| 
kg = & ken aces | A} OS 
31. Juli [87,6 755) 12,10 1,75| 13,85 | 3,54 |— 10,31 
1. Aug. | 87,7) 755) 7,87 1,75| 9,62 | 349 | — 6,13 
' oat ~~ 4 a | 
2» 88,0, 760) 4,841 oo. aay yas) 75 6,54 3,54) — 3,00 
3. 4 | 87,6) 500) 3,57| 1,75| 5,32 | 3,64 | — 1,68 
4 87,8 470) 3,20 1,75) 4,95 | 3,45 | — 1,50 
| | 
D. 4  |88,0 390) 2,81) 1,75) 4,56 | 3,34 | — 1,22 











B. Wihrend kreatinfreier, N-reicher Diat (vom 6. bis zum 

11. August, 6 Tage): 543 ¢ Hiihnereier, 406 g Roggenbrot, 198 g Butter, 

200 g Kartoffeln, 195 g Kise, 20 g Zucker = 156 g N-subst. (25 g N) 
236 ¢ Fett, 281 ¢g Kohlehydrate, 45,2 Kalorien pro kg. 





6. Aug. | 87,9! 980 8,85! 1,71) 10,56 | 25,0 |+ 14,44 
7. , | 88,4/1175) 14,72 1,71) 16,43 | 24,1 | ++ 7,67 
2 — | 785) 1418) b oo4 yg | yo.o5) 171) 15,89 | 25,4 | +9,51 
. & — 890 17,07 '}1,71) 18,08 | 24,6 + 6,52 
0. ,, 88,2) 830 15,28 1,71) 16,99 | 24,6 | + 7,61 
a 88,3, 960. 16,80 1,71 17,51 24,2 | +6,69 











In bezug auf das Kreatinin bekommen wir, wie wir sehen, 
durch diese Untersuchung eine véllige Bestitigung der Angaben 
Folins. Die Grobe des EiweiBumsatzes hat gewif keinen Einflub 
auf die Kreatininausscheidung ausgeiibt. Indem niimlich wih- 
rend der N-armen Diiit die 24stiindliche Menge des Gesamt-N von 
12,10 bis 2,81 g sank und wahrend der unmittelbar darauf fol- 
genden N-reichen Diat wieder auf 16,80 g stieg, hielt sich die 
Kreatininmenge die ganze Zeit ziemlich konstant mit 
nur kleinen ungefihr gleich groBben Schwankungen; wih- 
rend der N-armen Diat wurde durchschnittlich 1,87 g (max. 1,95, 
min. 1,78), wihrend der N-reichen Diiit durchschnittlich 1,83 g 
(max. 1,94, min. 1,71) Kreatinin ausgeschieden. Im Gegensatz 
zum Kreatinin ging das Harnstoff-N dem Gesamtstickstoff parallel. 
In bezug auf die tibrigen stickstoffhaltigen Bestandteile des Harnes 
werde ich hier nur kurz das Verhalten der Harnsiure erwihnen. 
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Tabelle 2. N-Verteilung im Harn. 





~ 
we | 
wo 


4. 6. 8. 9 10 11. | 12. 
‘ 2 a. ' 
24 '3 : Ss | 8% = : ; Z. 
= |$ e4\52 B2/ 4/38 (24 24% =A 
= : Ss. ISs.is 8! 3 = Be > + 
Datum 5 «4 s% 22% ss 2 |2A E% Se 8 2 
$ = Sf ine 2 $ S r= Eis ms L 
1905 o 3s qaist &§ Ft) = “ar s' = 
JUO < j==| ot - =x | 


in Prozent von Gesamt-N 


A. Wihrend kreatinfreier, N-armer Diat. 





0,50 1,92 


31. Juli | 12,10 10,19) 0,69 0,34} 84,2) 5,7 | 14) 5,9) 2,8 


0,17 0,71 
5 Qn 
1. Aug. | 7,87) 5,85) 0,40 ao von 0,71} 74,3) 5,1 24 91) 90 


0,54 1,78 


2, | 484 312 O14) OS Gig 074/645 2,9 3,7 13,6 153 
a 357° 2,14) 0,17 aes a7 0401599 48 4,5 19,6) 11,2 
4, | 320) 1,78 012 | P| ORE 045/55,6 3,7 5,3 21,2) 1441 
5. . | 281] 153,007) — O70 — 1544/25; — |2a9] — 


B. Wiahrend kreatinfreier, N-reicher Diit. 





0,52 1,94! ,. eo ee . 
’ ’ 0. ( 3. 9 t o,¢ 
0.17 0.72) 91) 80,7 3,5 1,9 81) 58 


0,62 1,93 


6. Aug. | 8,85 7,14 0,31 


se 14,72 12,65 0,67 01. 0.72 0,47 | 85,9! 4,5 | 1,4 | 4,9] 3,2 
et ee | ee s es a , - as 
— 14,18) 12,26 0,56 0,53 | 86,5 | 3,9 > 13) 43) 3,7 


019 0,64 
0,56 1,76 sales a7 
0,19| 0,65 93) 88,1 3,% 
0,58! 1,78 
0,19 0,66 
0,56 1,88 
0,19 0,70 


a « 17,07) 15,04, 0,64 | 


10. | 15,28 13,45, 0,67 0,31/88,0 44 12 43! 2,0 








ll. . |16,80 14,61 0,69 0,61]87,0 41 11 42> 3,6 


Wahrend der stickstoffarmen Diaét wurde durchschnittlich 
0,52 g (max. 0,58, min. 0,48), wiihrend der stickstoffreichen durch- 
schnittlich 0,57 g (max. 0,62, min. 0,52) Harnsiaure tiglich ausge- 
schieden, d. h. praktisch genommen, ist die Harnsiure konstant ge- 
blieben. Dies stimmt mit der Auffassung Sivéns') und Burians 
und Schurs”) sehr gut iiberein, nach denen die Harnsiiureausschei- 
dung von dem gewéhnlichen EiweiBumsatze ganz unabhangig ist. 
Ich werde spiter im anderen Zusammenhange hierauf wie auf die 
abweichende Ansicht Folins zuriickkommen. 


*) Sivén, Skand. Arch. f. Physiol. 11, 308. 1901. 
*) Burian und Schur, Arch. f. die gesamte Physiol. 80, 87, 94. 
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Uber das Schicksal des von aufen in den Kérper eingeftihrten 
Kreatins und Kreatinins. 


Das bei kreatinfreier Nahrung mit dem Harne ausgeschiedene 
Kreatinin muf selbstverstiindlich beim Stoffwechsel im Ké6rper 
selbst gebildet worden sein. Auer diesem endogen entstehenden 
Kreatinin hat man, wie wir in der Einleitung auseinandergesetzt 
haben, auch vom Harnkreatinin exogenes Ursprungs gesprochen. 
Nach dieser Auffassung wiirde ein gréBerer oder kleinerer Teil 
des Harnkreatinins von dem Kreatin des Fleisches herstammen 
kénnen. Wenn dies richtig wire, miiBte also die Kreatininaus- 
scheidung durch Fleischzufuhr vergréfert werden. In der Absicht 
zu ermitteln, wie es sich hiermit verhilt, wurden folgende Ver- 
suche angestellt. 


Versuchsserie Ll. 


Wiihrend einer Zeit von 15 Tagen vom 4. bis 18. Oktober 1905 
wurde nur an bestimmten Tagen Fleisch genossen und zwar in Form von 
gehackten, ganz gelinde geriisteten Beefsteaks, um das Fleisch so wenig 
veriindert wie miéglich dem Kérper zuzufiihren. Die Nahrung der an- 
deren Tage dagegen war villig kreatinfrei mit Ausnahme vom 12. Ok- 
tober, da auBerdem eine starke Liebigsche Fleischextraktlisung getrunken 
wurde. Die Zusammensetzung der Kost wiihrend der verschiedenen Tage 
der Versuchsserie ergibt sich aus Tab. 3. Die hier angegebenen Zahlen 
fiir die verschiedenen Nahrungsmittel sind nach bekannten Durchschnitts- 
analysen berechnet worden und kénnen also, ebenso wie die Zahlen fiir 
die Energiezufuhr nicht anderes beanspruchen, als einen nur annihernden 
Fingerzeig zu liefern. 

An den meisten Tagen wurde jede einzelne Harnmiction separat fiir 
sich aufbewahrt. 

In jeder Harnportion wurde so bald als méglich der Gesamtstick- 
stoff, das priiformierte Kreatinin sowohl als das Gesamtkreatinin auf 
friiher erwihnte Weise bestimmt. Am 7., 10., 11., 14., 15., 18. Oktober 
wurde der Harn indessen nicht in Einzelportionen aufbewahrt, sondern 
einfach fiir je 24 Stunden gesammelt, und in diesen 24-stiindlichen Harn- 
mengen wurden dieselben Bestimmungen gemacht. Die so gefundenen 
Werte dieser letzten Tage finden sich in der Tabelle 4, wo auBerdem die 
nach den detaillierten Angaben der Tabelle 5 zusammengerechneten 24- 
stiindlichen Werte der iibrigen Tage zusammengestellt sind. Auf Fiices 
wurde in dieser Versuchsserie verzichtet. 
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Tabelle 3. 





Datum 


1905 


eier 
Sahne 


fleisch 
Hiihner- 
Roggen 
brot 
Butter 


Kalorien 


g 7 gz ccm ecm 


. Okt. 106 ; 32 | 900' — 156 190 

ra 74 17 11560, — 111) 145 
i iae | os - — (1500; — 53! 75;11,6 
8.—15. ,, 400 - 100 | 2000) 300 242 486 54,9 
6. « 300 100 2000 | 200 288 | 382 | 58,4 
Miwa « 400 100 | 2000) 300 242) 486 54,9 








Tabelle 4. 





Ditte. 


renz?) in mm) 


Datum 


¥ Jemerkungen 
1905 


in kg 


in cem 
Gesamt- 


Kirpergew. 
Harnmenge 
Priiformiertes 
Kreatinining 
kreatinin in g 
Kreatin’) ing 


(Primire 


1552, 24,60 
1052 10,55 
1037 | 19,16 


3 


0,41 | 800 g Rindfleisch 
0,34 | 250 ¢ 

0,06 
0,00 


0,0) 


~1 89 
ts 


— 


@ 
a) 


w 


bo be es 
~1 @ 


— bo bo 


1198 16,86 


x 


770) 15,96 


1027 | 16,35 


0.05 


0.04 


0.09 
0,3 
0,00 
0.0 
1548 | 17,06 018 | 500 com Fleischextrakt- 

1586 15,69 ms 7 0,03 lisung = 

0,04 1,12 ¢g Kreatinin 

0,2 0,89 ¢ Kreatin® 

- 0.05 
— 0,3) 
89,3 61776 2246 1,66 188 0,22 | 600 ¢ Rindfleisch 
90,0 1668 18,97) 1,76 1,77 0,01 
0.00 


oO 


1456 16,05 


1000. 14,28 


1524 15,61 


— | 1431) 15,83, 1,73 1,70 


1595) 16.02 1.90 1.90 








') Unterschied zwischen Kolonne 6 und 5. Berechnet als Kreatinin. 


Die Zahlen in Klammern bezeichnen die primiren Differenzen 
in mm zwischen den vor und nach HCl-Behandlung des Harnes direkt im 
Kolorimeter beobachteten Fliissigkeitshéhen. 


5) Berechnet als Kreatinin. 
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Wenn wirdie Tabelle 4(vgl. auch Fig. 2) durchsehen, bekommen 
wir hier keine sicheren Anhaltspunkte dafiir, daB das Fleisch einen 
KinfluB auf die GréBe der Kreatininausscheidung ausgeiibt habe. 


oe 












| | 
~ a a 
t 


c 





OK 
Fig. 2. 24stiindl. Ausscheidung von Gesamt- 
Kreatinin in g wahrend Versuchsserie II. 
Der gestrichelte Teil deutet an, wie viel hiervon 
in Form von Kreatin ausgeschieden wurde. 

A 800 g Rindfleisch, 
B 250¢ do. 
(’ 180g Fleischextrakt (2,01 g¢ Gesamt- 
kreatinin, wovon 
1,12 in Form von Kreatinin, 
0,89 in Form von Kreatin), 


Zwar finden wir die Krea- 
tininausscheidung am 4. 
und 5. Oktober nach 800 
und 250 g Fleisch etwas 
gréBer (1,89 bezw. 1,88 g) 
als im Durchschnitt wah- 
rend der Tage mit kreatin- 
freier Nahrung (1,77 g). 
Die Differenz ist jedoch 
nicht bedeutend und die 
Zahlen liegen beide inner- 
halb der normalen Varia- 
tionsbreite. Die 24 stiind- 
liche Kreatininmenge 
schwankt ja wihrend der 
Tage kreatinfreier Nah- 
rung zwischen 1,72 und 
1,90 g, An den beiden 





D 600 g Rindfleiseh. 


Die tibrigen Tage kreatin- und kreatininfreie 
Nahrung. 


ersten Fleischtagen wurde 
also das Maximum der 
fleischfreien Tage nicht 
erreicht, und am letzten Fleischtage, 16. Oktober, nach 600 g 
Fleisch nicht einmal das Minimum (1,66 g). 

Falls dagegen alles Kreatin des Fleisches wirklich in Form 
von Kreatinin mit dem Harne wieder ausgeschieden wiirde, hatten 
wir an den Fleischtagen nach 800, 250 und 600 g Rindfleisch ein 
Plus in der Kreatininausscheidung von wenigstens 1,21, 0,38 und 
0,99 g finden miissen, wenn der Kreatingehalt dieses Fleisches 
niedrig zu 0,2 Proz. veranschlagt wird. 

Nun lat sich natiirlich der Einwurf machen, da8 ahnliche 
Versuche, um ganz beweisend zu sein, mit viel gréferen Fleisch- 
mengen angestellt werden miiBten. Urspriinglich hatte ich wirk- 
lich auch die Absicht jedesmal wenigstens 1 kg Fleisch zu 


speisen. Dies zeigte sich indessen nicht durchfihrbar, weil ich 


leider sehr bald einen so gewaltigen Ekel bekam, daf hierdurch 
schon vorher eine uniiberwindliche Grenze fiir weitere Fleischzufuhr 
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gesetzt wurde. Dies ist also die einzige Ursache, warum ich nicht 
Versuche mit gréSeren Fleischquantititen angestellt habe. Der 
Ekel war besonders am 5. Oktober sehr listig. Nur mit groBer 
Miihe konnte ich mir an diesem Tage 250 g Fleisch aufnétigen 
und ich konnte auch sonst auBer Milch nicht viel essen (siehe 
Tab. 3). Auf der anderen Seite ist es aber klar, dal, wenn das 
Fleisch iiberhaupt eine Rolle bei der Kreatininausscheidung spielen 
wiirde, sein Einfluf schon bei in iiblichen Kostformen vorkom- 
menden Fleischmengen miifBte nachgewiesen werden kénnen. 
Unter gewohnlichen Verhiiltnissen diirfte indessen kaum mehr als 
600 oder 800 g Fleisch genossen werden. 

Wihrend also der Fleischgenuf8 keine merkbare Vermeh 
rung des Harnkreatinins bewirkte, verhielt es sich anders mit 
dem Liebigschen Fleischextrakt. Am 12. Oktober, da eine 
Lésung hiervon (eine Biichse von der kleinsten Gréfe, 130 g 
Extrakt, in 500 g Wasser aufgelést) eingenommen wurde, zeigte 
die Kreatininausscheidung eine nicht unbedeutende Steigerung. 
Nun wissen wir indessen, da8 im Fleischextrakt auBer Kreatin 
immer auch Kreatinin vorhanden ist. Bei der Darstellung des 
Fleischextraktes wird naimlich immer ein gréSerer oder klei- 
nerer Teil des urspriinglichen Kreatins der frischen Muskeln, 
worin héchstens eine Spur von Kreatinin gefunden worden 


ist, durch das langwierige Erwirmen beim Abdampfen der 


Fliissigkeitsmengen in Kreatinin iibergefiihrt. Es ist also mehr 
als wahrscheinlich, daf die Ursache der beobachteten Mehraus- 
scheidung in diesem Kreatiningehalt des Fleischextraktes zu suchen 
ist. Auf gewOhnliche Weise bestimmte ich kolorimetrisch den 
Gehalt der Fleischextraktlésung an sowohl priiformiertem als Ge- 
samtkreatinin. Hiernach wurde 2,01 g Gesamtkreatinin zugefiihrt, 
wovon 1,12 g in Form von priformiertem Kreatinin, und also 
0,89 g in Form von Kreatin. Im Harne dieses Tages wurde 2,48 g 
priformiertes Kreatinin gefunden. Dieser Wert tibersteigt mit 
0,71 g die Durchschnittszahl (1,77) fiir die Kreatininausscheidung 
wihrend der kreatinfreien Tage. Von dem mit dem Fleischextrakt 
eingenommenen 1,12 g Kreatinin kénnen also 0,71 g (= 63 Proz.) 
als wiederausgeschieden angesehen werden. 

Somit bekommen wir also durch diese Versuche keine 
Anhaltspunkte fiir die Annahme, dafk von auBen mit 
Fleisch oder Fleischextrakt eingefiihrtes Kreatin im 
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Kérper auch nur teilweise in Kreatinin tibergefiihrt 
werde. 

Um die Variationen in der Kreatininausscheidung wiihrend 
des Tages kennen zu lernen, machte ich an den meisten Tagen 
dieser Serie Bestimmungen mehrmals des Tages, in jeder gelassenen 
Harnportion. Diesoermittelten Zahlen finden sich in der Tabelle 5, 
wo ich in der Kolonne 7 auch die GréGe der stiindlichen Kreatinin- 
ausscheidung wiihrend der zwischen den einzelnen Harnlassungen 
verwischten Zeitabschnitte ausgerechnet habe. Diese stiindliche 
Kreatininausscheidung zeigt wiihrend der verschiedenen Ab- 





























i ‘ 
} 
| I 
F 17 3 7 77 3 7 7 3 7 77 3 VA 
Uhr Von Nn Vn Wm Vm. 
SOK 90k 200K 


Fig. 3. Stiindliche Ausscheidung in g wihrend der verschiedenen Zeitabschnitte 
des Tages von A Kreatinin (nicht Kreatinin-N), 
B Gesamt-N. 


schnitte des Tages miibige Schwankungen, die jedoch keine Regel- 
miaBigkeit darzubieten scheinen. Ich habe auch die stiindliche 
Ausscheidung des Gesamt-N ausgerechnet, um nachzusehen, in- 
wieweit ein Zusammenhang mit den Schwankungen hierin besteht. 
Als Beispiel weise ich auf die Figur 3 hin, wo die beziiglichen 
Zahlen fiir die Versuchstage 8. und 10. Oktober in Form von 
Kurven wiedergegeben worden sind. Die Kurve fiir das Gesamt-N 
ist in 10mal kleinerem Mafstabe als die Kreatininkur vegezeichnet 
worden. Andeutungen zu einem gewissen Parallelismus der beiden 
Kurven fehlen ja nicht. Er ist jedoch nicht durchweg vorhanden 
und an den anderen Tagen ist er auch nicht immer so in die Augen 
fallend. Einige bestimmte Schliisse sind also hieraus nicht zu 
ziehen. 





Kreatin 


Tabelle 5. 


und Kreatinin im Stoffwechsel. 





Datum 


4. Okt. — 


'10 


Tages- 
stunde 


1,30 Nm. 


4,30 


1,30 Vm. 


5,30 


” 


Vm 


5. 


= 


Gesamt-N 
Gesamt- 
Kreatinin 


renz') in mm) 


| (Primiire Diffe- 





189 
145 
296 

93 
152 
386, 


195, 


| 


| 1,84) 0,23 0,23 0,076 0,00 


Bemerkungen 





(0, 0) 
2,59 0,28 0,27 0,077) 0,01 

| (0,1) 
2,37) 0,27, 0,26 0,086) 0,01 
(0,5) 
0,04 
| (0,7 = 
Ly 96) 0, 18) 0,160,080, 0,02 

(1,1) 
2,70 0,95 0,170,068! 0,08 
(2,4) 
0,19 
(3 19) 
2.46, 0,20, 0,14 0,093 0,06 

(3,3) 


5,03 0,39) 0,35 0,077 


5,65) 0,50) 0,310,077 


400 g Rindfleisch 


400 g Rindfleisch 





Summa 


1552) 24,60 2,30) 1,89) — | 0,41 





5. Okt. 


| 9,30 Vm 


Nm. 


137| 


tal] 
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430 1 


2,47 0,18) 0,180,072) 0,00 
| (0,1) 

8,82) 0,31) 0,29 0,080) 0,02 
(0,5) 

2,46 0,27) 0,21:0,076 0,06 
(1,8) 

2,01, 0,17 0,11 0,073. 0,06 
(2,3) 
1,70, 0,38, 0,20 0,072 0,18 
(4,4) 

0,55 0,91! 0,890,081 9,02 
(0,2) 


250 g Rindfleisch 





1052/2 


3,01| 2,22! 1,88) 


0,34 





230) 
183) 


79) 


545 


4,99 | 0,44/0,068 
4,01) OF 38 0, 36 0,060 0,02 
, (0,9) 

1,81) 0,21 0,20/0,066) 0,01 
(0,3) 

0,76. 0,73|0,076 0,03 
(0, 5) 


8,35 





Summa | 


10371 





9,16, — | 1,73) — | 0,06 





) Die Zahlen in Klammern bezeichnen die primaren Differenzen 

in mm zwischen den vor und nach HCl-Behandlung des Harnes direkt im 

Kolorimeter beobachteten Fliissigkeitshéhen. 
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Fortsetzung der Tabelle 5. 











1 2. 3. 4. 2. 6. i. . Y. 

a i 
E'S leaie Pri- | 83 
a 3 = |S ormiertes AE 

Datum _ Be igs Kreatinin @ 2 < Bemerkungen 
Stunde = S$ |oo/| oS 1 ww 
S © 10.41 3 MES 
o S = z ae 

aa an a ee a A 
8. Okt. (10 Vm.| 78) 1,66) 0,23 0,210,070 0,02 
(0,4) 
2 Nm.} 144 2,89) 0,31) 0,310,077 0,00 
(-0,1) 
5,15 , 85) 1,95) 0,24 0,230,070 0,01 
(0,1) 
& " 95 1,89) 0,19) 0,190,069 0,00 
(0,3) 
1] - 122 2,45) 0,26 0,25:0,083 0,01 
(0,2) 
a * 7 Vm.} 246 5,12) 0,55! 0,540,068 0,01 
(0,2) 

Summa 770 15,96 1,78 1,73 - 0,05 _- 





9, Okt. 9,10 Vm.jJ 94 1,86 0,23) 0,230,106 0,00 





(0,0) 
1,15 Nm.} 183) 2,57) 0,27 0,27 0,066) 0,00 
(—0,1) 
4,15 ,, | 228) 2.73 0,24 0,230,076) 0,01 
(0,2) 
8 » | 195 2,76 0,29 0,290,077, 0,00 
(0,0) 
11,20) ,, | 101) 1,84 0,23 0,220,066 0,01 
(0,3) 
mM: ~ 7 Vm.} 226) 4,59 0,51 0,49 0,063) 0,02 
(0,3) 
Summa _ 1027/16,35 1,77 1,73) — | 0,04 _- 





12. Okt. (10 Vm] 101) 1,60! 0,21) 0,200,067) 0,01] 500 ccm Fleisch- 
/(,1)| — extraktlésung 
0,480,160) 0,05) (Gesamtkreatinge- 
(0,5) halt 2,01 g, davon 
4, | 284 2,500.47 0,460,153, 0,01] saacin F 
| 0,2)} 112g in Form von 
7,15, | 210) 2,59 0,42 0,420,129) 0,00 Kreatinin,089¢ 


(—0,1) in Form von Kre- 


10 , | 133) 1,91 0,28 0,260,094) 0,02] atin) 
(0,6) 
3. 7,30 Vm.| 455) 5,60) 0,75! 0,66 ns 0,09 

(1,3) 


x 


l Nm.} 365) 2,86) 0,5: 











Summa —  |1548/17,06! 2,66! 2,48) — | 0,18 — 
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2 5 ) 6 7 8. 9 
‘ Pri- i- 
r=) Si. ; ee 
1 a + (2's formiertes © = 3 
res- — = acs , oe ~~ 
Datum ——e “| & gs /Areatinin'!s25/ Bemerkungen 
Stunde | 5s a |Of! = err 
3 | 5 Ps 3 SEE 
Se ee ee ee ee ee eee 
13. Okt. 10 Vm.} 170, 2,12 9,31 0,310,103 0,00 
| 0,0) 
l Nm.| 308) 2.38 0,25 0,25 0,083 0,00 
(—0,2) 
4 265) 2,16 0,23 0,240,080 —0.01 
(—0,2 
7 198) 2,06 0,22 0,200,067 0,02 
(0,4) 
9,40 , 82. 1,13 0,17 0,17 0,064 0,00 
(0.9) 
9°77 
14. 7 Vm.) 560, 5,84 0,57 0,55 0,059 0,02 
(0,2) 
Summa — 1586 15,69, 1,75 1,72) — | 0.03 — 
16. Okt. 9 Vm.j 55 0,83 0,11 0,110,055 0,00] 300 ¢ Rindfleisch 
0,1) 
120M. | 269 2,58 0,27 0,220,073. 0,05 
(1,9) 
1,30 Nm] - —|;—j|— - — | 300 g Rindfleisch 
4 345) 3,11 0,30 0,230,077 0,07 
(9 a) 
\“9"7 
8 887 5,53 0,45 0,400,080) 0,05 
(0,9) 
11 220 3,48 0,25) 0,20 0,067) 0,05 
(1,8) 
17. ] Vm.} 500, 6,93. 0,50, 0,50 0,063. 0,00 
(0,0) 
Summa = 1776 22,46) 1,88 1,66 0,22 _ 
17. Okt. /|10 Vm.} 134 2,33) 0,25! 0,250,083 0,00 
(0,0) 
1,30 Nm.] 282 3,26 0,27 0,27 0.077 0,00 
(0,0) 
4,45 320) 2,87) 0,27 0,260,080 0,01 
(0,2) 
815 , 191) 2,59' 0,26 0,27 0.077 —0.01 
0.3) 
11,30 , 161 2,48 0,23 0,230,071) 0,00 
(—0,1) 
7,15 Vm.j 580 5,44 0,49 0,480,062 0,01 
(0,3) 
Summa -— 1668/18,97 1,77 1,765 — | 0,01 _ 
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Was wurde aus dem mit dem Fleisch und dem Fleischextrakt 
in den Kérper eingefiihrten Kreatin, wenn es nicht in Form von 
Kreatinin ausgeschieden wurde? 


Schon ein ganz fliichtiger Blick auf die Kolonne 7 der Ta- 
belle 4 (und Fig. 2) sagt uns, daB ein Teil desselben wieder unver- 
iindert durch die Nieren ausgeschieden worden ist. Am 4., 5., 12., 
und 16. Oktober, da Kreatin mit Fleisch oder Fleischextrakt dem 
Koérper zugefiihrt wurde, finden wir nimlich Differenzen zwischen 
dem Gesamtkreatinin und dem priaformierten Kreatinin des Harne= 
von bezw. 0,41, 0,34, 0,18 und 0,22 g. 

Es fragt sich nur, ob dies alles wirklich von dem Kreatin des 
Fleisches oder Fleichextraktes herriihren kann. Es ist namlich nicht zu 
verkennen, da8 auch wiihrend der Tage kreatinfreier Nahrung das Ge- 
samtkreatinin mehrmals griBer als das priformierte Kreatinin gefunden 
wurde. Die Differenzen sind indessen wiihrend dieser Tage bedeutend 
kleiner und auBerdem nicht mit Sicherheit auf Kreatin zu beziehen. Auch 
die primiiren Differenzen sind nimlich wihrend dieser Tage sehr klein, 
nur viermal sind sie gréBer als 0,3 mm, namlich (s. Tab, 5) zweimal 
0,4 mm (8. Oktober, 10 Uhr vorm. und 13. Oktober, 7 Uhr nachm.), einmal 
0,5 mm (7. Oktober, 7 Uhr vorm.) und einmal 0,9 mm (6, Oktober, 6 Uhr 
30 Minuten nachm.). 

Ganz anders verhiilt es sich wiihrend der drei Fleischtage. Die 
primiren Differenzen sind hier so groB, daB sie ganz gewiB auBerhalb der 
Grenze der Beobachtungfehler liegen und kinnen also ruhig auf eine statt- 
gefundene Kreatinausscheidung bezogen werden. Am ersten Fleischtage 
(Tab. 5) scheint jedoch eine Kreatinausscheidung von irgend welcher 
nennenswerten GriBe bedeutend spiiter nach der Einnahme als an den 
beiden anderen Tagen begonnen zu haben. 


Ob indessen nach dem Fleischextrakt am 12. Oktober wirk- 
lich eine 0,18 g Kreatinin entsprechende Kreatinmenge ausge- 
schieden wurde, lasse ich zunichst dahingestellt sein, da die 
primiren Differenzen wenigstens bei den ersten nach der Ein- 
nahme des Fleischextraktes gelassenen Harnportionen (1, 4 und 
10 Uhr nm., Tab. 5) den Grenzwert der Beobachtungsfehler 
nicht oder nur wenig iibersteigen. Wie dem auch sei, bestenfalls 
kann jedoch nur ein kleiner Teil (héchstens 20°/o) von dem Krea- 
tin des eingenommenen Fleischextraktes mit dem Harne ausge- 
schieden worden sein. 


In meiner vorliufigen Mitteilung berechnete ich, daB am 4. 
und 16. Okt. nach 800 und 600 g Fleisch ungefiihr 34 bezw. 24 °/5 
und am 5. Okt. nach 250 g Fleisch sogar 89°/) von dem Krea- 
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tin des Fleisches im Harne wiedergefunden wurde. Diese Prozent- 
zahlen wurden nach einem durchschnittlichen Gehalt des Fleisches 
von 0,2 °/o kristallisiertem Kreatin geschitzt. Es ist indessen sehr 
méglich, da8 in Wirklichkeit ein weit kleinerer Bruchteil des ein- 
genommenen Kreatins in den Harn iibergegangen ist, wenn der 
Kreatingehalt des Fleisches, wie nicht unwahrscheinlich, gréBer 
gewesen ist. Neuere Forscher haben im Rindfleisch sogar mehr 
als 0,4°/) Kreatin gefunden.') Somit kénnen also diese Zahlen 
nur wenig Interesse beanspruchen, héchstens vielleicht als 
obere Grenzwerte dienen. Die rela- 

tiv groBe Kreatinausscheidung am | —_ 2 |. yt 
5. Oktober nach einer Menge von nur az os or 
250 g Fleisch kann méglicherweise | | 
ebenfalls ihre Erklirung in einem 
besonders reichlichen Kreatingehalt 2, 
des Fleisches an diesem Tage finden. 





jor— 


a6 


ae r- 
Versuchsserie III. 


Wihrend dieser Serie lebte ich von ~~ 


meiner gewohnheitsmiBigen Kost, die eine 29|— 
gemischte, nicht sehr fleischreiche Diit 
darstellt. Die ganze Zeit vom 17. bis 76 
26. November wurde jeden Tag das ge- 
nossene Fleisch in dem fertig angerich- 
teten Zustand gewogen. Am 23. November 
machte ich einen erneuerten Versuch mit 
Einnahme von Fleischextrakt. 


Der Harn wurde fiir je 24 Stunden Fig. 4. 24stiindl. Ausscheidung 
gesammelt, und dann wurde auf gewihn- 48 Gesamt-Kreatinins in ¢ 


: , » - : wihrend Versuchsserie III. 
liche Weise Kreatininbestimmung sowohl — jyoy gestrichelte Teil deutet an, 


vor als nach HCl-Behandlung gemacht. wie viel hiervon in Form von 
Kreatin ausgeschieden wurde. 
Tabelle 6 bringt das Resultat A 260 g Fleischextrakt ein- 
: x 2 : z genommen. 
in leicht verstandlicher Aufstellung. Die iibrigen Tage gewéhnliche 
Vel. h Fig. 4. gemischte Diaét, mit maB8igen 
gl. auc & Fleischmengen. 


76}- 

















Ww 


) v. Hoogenhuyze und Verploegh a. a. O., S. 433, 
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Tabelle 6. 





5. 6. 








1 2 3. 4 
. le a ee a 
} is 6s 
ne lg SES oe ls e& 
a -_ & Sits ew 
Datum] &2 |S es/es Ma Ses 
sEiz@a 53.8 8.6 2 Se- 
Mites. 28 id 2s 
m a Eb oS as 
<n Ee fat OR. , 
17.Nov.| 89,35) 1175 | 2,07 | 2,30/ 0,23 | 200 g Rostbeef. 
| (0,9) 
18. , [89,4 1435 | 1,94 1,94) 0,00 ]225¢ = do. 
(0,0) 
1% , | — | 996) 197 2,03 0,06 }170g do. 
(0,3) 
20. , |900; —*%); — | — _ 100 g Schweinekotelett. 
 « — | 1115 | 1,61 | 1,56|— 0,05] 20 g gebratenes Schweine- 
| | (— 0,2) fleisch. 72 g Frikandellen. 
22. . — | 1117) 1,74 | 1,76) 0,02 | Kein Fleisch. Hering. 
| | | (0,1) 
23. , |89,7 | 1581 |) 256 | 888) O82 [85 g Fleischfarce. 800 ccm 
(2,4) Fleischextrakt-Lisung. (Ge- 
samtkreatiningehalt 4,26 g, 
wovon 1,60 g als Kreatinin, 
| 2,66 g als Kreatin.) 
24. , _ 830 1,89 | 2,01 0,12 | 90 g Kalbskotelett, 30 g Beef- 
(0,4) steak. 
25. , |90,0 | 1292, 1,74 | 1,74 0,00 | Hering, 1 Kalbsniere, kein 
(0,0) leisch. 
26. , — 1455 | 1,82 | 1,79, — 0,03] 210 g Schweinefleisch, 
(— 0,1) 1 Taschenkrebs. 


Wenn wir zuniichst vom 23. November absehen, finden wir 
die Kreatininausscheidung fortwahrend insofern unverindert, daf 
ihre Schwankungen innerhalb ungef. derselben Grenzen wie in 
friiheren Versuchen liegen (1,61—2,00 g). Die mittlere Kreatinin- 
ausscheidung ist indessen etwas gréBer (1,85 gegen 1,77 in Serie II). 
In der Serie I sind wir jedoch bei kreatinfreier Nahrung einer 
gleich groBen Kreatininausscheidung begegnet (1,87 bezw. 1,83 g). 
Es ist zwar nicht zu verkennen, da die Kreatininausscheidung an 
den Tagen der reichlichsten Fleischzufuhr(am 17., 18. und 19. No- 
vember) am gréBten ist. Da indessen die Differenzen nur klein 


*) Die Zahlen in Klammern bezeichnen die primairen Differenzen 
in mm zwischen den vor und nach HCl-Behandlung des Harnes direkt im 
Kolorimeter beobachteten Fliissigkeitshéhen. 

*) Der Harn dieses Tages ging teilweise verloren. 
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sind und die Werte, wie erwihnt, im Bereiche der normalen Va- 
riationsbreite liegen, kénnen wir aber nicht in diesem Umstande 
einen Widerspruch gegen das Resultat unserer friiheren Versuche 
erblicken. 

Nur viermal wurde das Gesamtkreatinin gréBer als das prii- 
formierte Kreatinin gefunden. Die primiiren Differenzen sind je- 
doch nicht groB und eine einigermafen sichere Ausscheidung von 
Kreatin ist eigentlich nur am 17. November bemerkbar. 

Am 23. November machte ich wie gesagt wieder einen Ver 
such mit Fleischextrakt. Eine Lésung von zwei Biichsen (260 g 
Extrakt) in 800 ccm Wasser wurde in zwei ungef. gleich grofben 
Portionen geteilt, die erste Hilfte wurde um 11,30 Uhr Vm., die 
zweite um 1,30 Uhr Nm. getrunken. Wie im vorigen Versuche 
bestimmte ich auch hier sowohl das priiformierte als das Gesamt- 
kreatinin der Lésung. Nach dieser Bestimmung wurden 4,26 g 
Gesamtkreatinin, wovon 1,60 g in Form von praformiertem Krea- 
tinin und 2,60 g in Form von Kreatin, mit der Lésung einge- 
nommen. In dem Harne finden wir nun an diesem Tage eine 
deutliche Vermehrung der Kreatininausscheidung. Sie tibersteigt 
die durchschnittliche Kreatininmenge der tibrigen Tage mit 0,72 g. 
Auch Kreatin ist unzweifelhaft vorhanden. Seine Menge ent 


spricht 0,82 g Kreatinin. Von dem zugefiihrten Kreatinin kann 
also ungef. 45 °/) und von dem Kreatin ungef. 31°/) als wieder 


ausgeschieden angesehen werden. 

In diesem Zusammenhange verdient es vielleicht hervorge- 
hoben zu werden, da’ toxische Wirkungen des Fleischextraktes, 
die man nach Kutscher und Lohmann!) auf Grund der Er- 
fahrung bei Tieren erwarten konnte, nach meinen Versuchen zu 
urteilen, beim Menschen kaum zu befiirchten sind. In meinen 
beiden Fleischextraktversuchen nahm ich ja, wie wir gesehen 
haben, die nicht unbedeutende Menge von resp. 130 und 260 g 
ein und habe dabei keine nennenswerte Unbehaglichkeiten verspiirt. 

Aus diesen Untersuchungen ging wenigstens soviel hervor, dab 
per os eingenommenes Kreatin und Kreatinin teilweise wieder 
als solches durch die Nieren ausgeschieden werden kénnen, Krea- 
tinin offenbar etwas leichter als Kreatin. Eine Stiitze fiir die An- 
nahme, daf exogenes Kreatin intravital, sei es auch nur teilweise, 


‘) Kutscher und Lohmann, Ztschr. f. physiol. Chem. 48, 1. 1906. 
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in Kreatinin tibergehe, konnte dagegen aus denselben nicht ent- 
nommen werden. So weit war ich schon in meiner vorliufigen 
Mitteilung gekommen. Es war indessen klar, da die Richtigkeit 
dieses Resultats durch Versuche mit den reindargestellten Substan- 
zen gepriift werden mufte. Von sich selbst driingte sich auch eine 
andere Frage auf. Da nur ein Teil der eingenommenen Fleisch- 
basen im Harne wiedergefunden wurde, miiBte ja offenbar der 
iibrige Teil und hinsichtlich des Kreatins wahrscheinlich der gréBte 
Teil im Organismus auf irgend eine Weise ausgeniitzt worden sein. 
Es lag hierbei sehr nahe an eine Umwandlung in Harnstoff 
zu denken. Eine solche lat sich, wie bekannt, in vitro unschwer 
machen, und durch Untersuchungen von Kossel wissen wir auBer- 
dem, daB das nahestehende Arginin durch ein von ihm in der 
Leber entdecktes Ferment (Arginase) eine Harnstoffabspaltung er- 
leidet. Der Gedanke ist auch nicht neu. Von alteren Forschern 
ist das Kreatin ja oft als eine Vorstufe des Harnstoffs aufgefabt 
worden. Sichere Beweise hierfiir sind jedoch niemals geliefert 
worden. Wenn die Annahme richtig wire, miifte aber die Ein- 
nahme von Kreatin bezw. Kreatinin eine VergréBerung der Harn- 
stoffausscheidung bewirken. Eine solche VergréBerung wiirde 
selbstverstiindlich bei einer méglichst kleinen Harnstoffausschei- 
dung am ehesten bemerkbar sein. Uberlegungen in dieser Richtung 
hin veranlassten mich Versuche mit Einnahme von reindarge- 
stelltem Kreatin und Kreatinin bei einer Diit mit nur geringem 
Ei weiBgehalt anzustellen. 


Versuchsserie IV und Y. 


Aus iiuBeren Griinden muSten diese Versuche in zwei verschiedenen 
Serien vorgenommen werden. Die Diiit war jedoch in beiden Serien auf 
dieselbe Weise zusammengesetzt. Sie bestand aus 200 g Hafermehl, 200 g 
Maizena, 300 ccm Sahne, 200 g Butter, mit einer geniigenden Menge 
Wasser zu einem gleichfirmigen Brei gekocht, und auBerdem aus Apfel- 
sinen und Zucker in abgewogenen Mengen. Der Brei wurde ebenfalls 
gewogen und auf drei ungefihr gleichgroBe Mahlzeiten verteilt. Der 
Stickstoffgehalt des Breies wurde fiir jeden Tag direkt festgestellt, der- 
jenige der Apfelsinen wurde dagegen nur einmal in einem Gemisch von 
mehreren Stiicken bestimmt. Im Durchschnitt wurde mit dieser Diit 
5,34 g Stickstoff oder 33g N-Substanz in den Kérper eingefiihrt. Der 
Stickstoffgehalt ist jedoch leider nicht véllig konstant gewesen. Er hat 
vielmehr zwischen 4,14 und 5,86 g geschwankt. Die Menge der iibrigen 
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Nahrungsmittel habe ich wie in den friiheren Versuchen nach bekannten 
Durchschnittsanalysen geschitzt. 

Wihrend beider Serien wurden tiglich Bestimmungen von Gesamt- 
stickstoff, Gesamtkreatinin und praformiertem Kreatinin in der 24stiind- 
lichen Harnmenge gemacht. Sobald der Gasamtstickstoff sein Minimum 
erreicht zu haben schien, wurden auBerdem Harnstoff-, Ammoniak- und 
Harnsiure-Bestimmungen gemacht. 

In den Fiices, die durch Karmin abgegrenzt wurden, bestimmte ich 
nur den Stickstoffgehalt. 


Das in den Versuchen eingenommene Kreatinin und Kreatin 
habe ich selbst hervorgestellt. 


Die Herstellung des Kreatinins geschah nach der Methode Folins’), 
war jedoch mit vielen Schwierigkeiten verkniipft. 

Aus ungefaihr 10 Liter Harn bekam ich als Schlu8produkt nur 1,72 g 
einer Substanz, die sich als ein Gemenge von ungefihr ebensoviel Krea- 
tinin als Kreatin herausstellte. 

Die Ursache dieser schlechten Ausbeute ist mir eigentlich nicht 
recht verstiindlich. Ich bin den Vorschriften Folins genau gefolgt. Da 
der Harn vorher ziemlich lange unter Chloroform aufbewahrt worden war, 
wiire es ja denkbar, daB das urspriingliche Kreatinin teilweise in Kreatin 
verwandelt worden war, kaum aber kann dies in der Ausdehnung vor sich 
gegangen sein, da8 die Erklirung in diesem Umstande allein gesucht 
werden kann. Ebenso unerwartet war es eine so bedeutende Kreatinbei- 
mengung zu finden. Bei der Zerlegung der Kreatininchlorzinkverbindung, 
deren Herstellung auch bei der Methode Folins in Frage kommt, wird 
immer ein Teil des Kreatinins in Kreatin verwandelt. Durch langwieriges 
Erhitzen mit H,SO, soll indessen nach Folin das Kreatin in Kreatinin 
zuriickgewandelt werden. Trotz einer 36stiindlichen Erhitzung war aber 
hier fortwiihrend unveriindertes Kreatin in ungefihr ebenso groBer Menge 
alsKreatinin vorhanden. In seiner letzten Publikation’) hat Folin indessen 
besonders darauf hingewiesen, da® die Versuche die Fleischbasen quanti- 
tativ in einander umzuwandeln oft mit unerwarteten Schwierigkeiten ver- 
kniipft sind, und er ist auch nicht im Stande gewesen, die Bedingungen 
fiir die Umwandlung einer einigermafen bedeutenden Menge der einen 
Substanz in die andere feststellen zu kinnen. 

Die Substanz wurde nun in 200 ccm Wasser aufgelist, die Lisung 
mit 2 Proz. HCl versetzt und wihrend 12 Stunden am RiickfluBkiihler 
gekocht. Durch diese Behandlung wurde wirklich eine Kreatininumwand- 
lung des Kreatins bewirkt, jedoch bei weitem keine vollstindige. Durch 
eine erneuerte kolorimetrische Bestimmung wurde niimlich das Vorhanden- 
sein in der Liésung von 0,99 g priformiertem Kreatinin und 1,35 g Gesamt- 
kreatinin dargetan. Nach genauer Neutralisation mit NaOH wurde die 


*) Folin, Ztschr. f. physiol. Chem. 41. 
*) Folin, Festschr. f. Hammarsten. 
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Lisung sodann getrunken, und auf diese Weise also ein Gemenge von 
0,99 g Kreatinin und 0,42 g wasserfreies Kreatin (=0,36 ¢ Kreatinin) in 
einer ungefihr 1'/, proz. Kochsalzlisung eingenommen. 

Das Kreatin wurde auf gewihnliche Weise aus Pferdefleisch her- 
gestellt. Aus 1000g Fleisch bekam ich 2,7253 g Kristalle, die in luft- 
trockenem Zustand 27,63 Proz. Stickstoff enthielten (N-Gehalt des kristalli- 
sierten Kreatins = 28,19 Proz.). Die nach den N-Analysen zuriickgeblie- 
benen Kristalle wurden in 300 ccm Wasser aufgelist und diese Lisung 
getrunken. Nach dem Stickstoffgehalt berechnet, wurde hierdurch 2,06 g 
wasserfreies Kreatin (= 1,77 g Kreatinin) in den Kérper eingefiihrt. 


Die Resultate der Versuche sind in den folgenden Tabellen 
7—10 zusammengestellt worden. 


Serie IV. 


Diit: 200 g Hafermehl, 200 g Maizena, 300 ccm Sahne, 200 g Butter, 
44 g Zucker, 318 g Apfelsinen = 38 g N-Subst. (5,34 g N), 259 ¢ Fett, 
$73 g Kohlehydrate, 44 Kalorien pro kg. 
24. Mirz um 10 Uhr vorm.: 0,99 g Kreatinin und 0,42 g (wasserfreies 
Kreatin eingenommen. 


Tabelle 7. N-Bilanz. 














a EI g Fiices , i z 
Datum | E*5 | i . —& N im¢ ¢| - : Bilanz 

28] 6 ” in Faces 5 e)| 2 

= rs frisch trocken < 

1906 kg a 80 | | s a 
17. Mirz| 89,95 1540 12,00 1,40 13,40 | 4,14 | — 9,26 
18. , | 89,97 1810 8,26 1,40 9,66 | 5,84 | — 3,82 
19. ,, | 90,80 | 1450, 5,16 140 6,56 | 4,93 | — 1,63 
20. ,, | 90,60| 1860 4,93 /887| 212 | 9835140 6,33 5,34 |— 0,99 
21. , |90,60/1845 4,70 140 6,10 | 4,87 |—1,23 
22. , |90,00/1157 3,50 140 4,90 5,11 |+ 0,21 
23. ,, | 90,00 1036) 4,15 1,40, 5,55 5,02 |—0,53 
24. , |90,70 1685! 6,47 1,01 648 557%) — 0,91 
25. , — | 1425) 4,87 | 1,01| 5,88 | 5,49 |— 0,39 
26. ,, | 90,70) 1535) 4,19 (346) 104 | 5,03) 1,01) 5,20 5,86 |+0,46 
27. , | 90,904 1355) 4,44 1,01! 5,45 | 5,54 |+ 0,09 
28. ,, | 90,90 1340 4,99 1,01, 6,00 | 5,82 |—0,18 





‘) 5,07 g Nahrungs-N und 0,50 g Kreatinin- und Kreatin-N. 
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Tabelle 8. 
Zz AZ | @> & ° , Zz Az 
zm) S| 8 lo8 3b 2) ofall | bi s3l; 
B)¢ 8) 218285 2:6 3/5 Z2lS\'s| 5/144] 4 
= Qsias 3 2\% @#i8i\iaisiai = 
& a 2| S|S2\as Fass i ele) s/|2/\3s| 3 
£ L El slistiegessie& silo weiéil 6! isi ea 
Als &| iss os lisse fis. E/& E ce = 
& 2) sims 2 em S 8) 8)“ 
ad Es Ou mid | & 
1906 in g pro 24 Stunden in °/, von Gesamt-N 
Marz 
17. (12,00 —|—|—| 1,76 | 1,71 | 005 | —}|—|—|— | 54 
0,65 0,64 (0,2) 
18. | 826,;—|—|—); 1,77 1.74 | 003 |—j— -,— | 8,0, — 
0,66 065 (0,1) 
19. | 5,16} —| —|—| 1,72 | 1,75 | 0,03) —| — | — | — /12,4 
0,64 0,65 (—0,2) 


20. | 4,93} — | — {| - 1,75 1,69 | 006 |}—}|J— | — |— {13,2)— 
| 065 063 (0,3 
21. | 4,70/2,91)0,45)0,60) 1,83 1,78 0,05 ,0,46/61,9 9,6 4,3 14,5 9,7 
0,20, 0,68 0,66 | (0,2) 
22, | 3,50/1,83.0,37/0,52) 1,72 1,74 | —0,02 0,49)52,3 10,6 4,9 18,3 13,9 
0,17, 0,64 0,65 |(—0,1) 
23. | 4,20 2,22'0,360,52) 1,82 1,78 0,04 0,77)52,9, 8,6, 4,0 | 16,2 18,5 
0,17, 0,68 0,66 | (0,2) 
24. | 5,.478,060,380,60 227 224 0,08 0,99\55,9 6,9 3,7 16,4 18,1 
0,20, 0,84 | 0,83 | (0,1) 
25. | 4,87/2,93/0,42)0,51| 1,72 1,66 (0,06 0,71)60,2 8,6 3,5 13,1 14,6 
0,17, 0,64 | 0,62 (0,2 
26. | 4,192,3110,35'0,48) 1,75 1,74 | 0,01 (0,72/55,1 8,4 3,8 15,5 17,2 
\0,16, 0,65 0,65 — (0,1) 

































































27. | 4,44:2,61/0,35)0,51) 1,67 1,69 —0,02 0,69)58,8 7,9 3,8 14,0/15,5 
0,17; 0,62 0,63 (—0,1) 
28. | 4.99} —!| —| —! 1,73 1,65 008 | —]| —) — | — }12,8) — 
0,64 U,61 (0,3) 
oo } a behest Renaiadl 
| j | | | 
mn ne Aeccbrnidpeniemed 
18 ews — | = = 
a - + 
A 
16 - —- . 
197 9 2 23 25 2a 7 3 
Marz ’ Ma 


Fig. 5. 24stiindl. Ausscheidung des G esamt-Kreatinins in g wahrend 
eiweiBarmer, kreatinfreier Diat der Versuchsserie IV und V. 
Der gestrichelte Teil deutet an, wie viel hiervon in Form von Kreatin 
ausgeschieden wurde. 
A 0,99 g Kreatinin und 0,42 ¢ Kreatin eingenommen, 
B 2,06 g Kreatin eingenommen. 
1) Die Zahlen in Klammern bezeichnen die primiren Differen- 
zen in mm zwischen den vor und nach HCl-Behandlung des Harnes 
direkt im Kolorimeter beobachteten Fliissigkeitshéhen. 
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Serie Y. 


Diat: dieselbe wie in der Serie IV. 
8. Mai um 9 Uhr vorm.: 2,06 g wasserfreies Kreatin eingenommen. 


Tabelle 9. N-Bilanz. 

















i = _ + 

ba = = g Fiices =| ° 
Datum | Es = r tN “we &| : Bilanz 

~ % & _ in Fices | 322! to S 

LS A frisch trocken wes = 

1906 | ke | © | ‘se e a 

1. Mai 90,3 840) 9,34 1,25) 10,59 | — _ 

a — | 1320} 8,54 | 125 9,79 | 5,16 | — 4,63 
3. , 191,8 | 990] 5,32 1,25 6,57 | 5,68 | — 0,89 
4. , |92,07 | 1460} 5,52 1,25} 6,77 | 5,07 1,70 
5. » [92,4 | 1700! 5,31 1031) 244 12.45'425) 6,76 | 5,72 | — 1,04 
6. 192,45 | 1860) 4,82 | 1,25; 6,07 | 5,33 |— 0,74 
7. 4 [92,0 | 1010) 3,92 | 1,25) 5,17 | 5,24 |+ 0,07 
8 , | 91,65! 1135) 4,67 | 1,25 6,92 | 4.97%] — 0,95 
9. , |91,5 | 455] 3,65 | 1,25) 4,90 | 5,41 | + 0,50 
10. , |921 715! 4,84 1,25' 6,09 | 5,07 | — 1,02 


Hinsichtlich des Kreatinins (Tabelle 8 und Fig. 5) finden wir 
unsere friiheren Ergebnisse bestiitigt. Durch die Einnahme des 
Kreatinins am 24. Miirz wurde die Kreatininausscheidung mit 
dem Harne deutlich vergréBert. Sie betrug diesen Tag 2,24 g 
gegeniiber 1,72 in Mittel waihrend der tibrigen Tage dieser Serie. 
Von dem eingenommenen 0,99 g Kreatinin sind also 0,52 g 
(= 52,5 Prozent) als wiederausgeschieden anzusehen. Dagegen 
hat die Einnahme des Kreatins am 8. Mai (Tabelle 10 und Fig. 5) 
keinen EinfiuB auf die GréBe der Kreatininausscheidung bewirkt. 
Soweit war also eine véllige Ubereinstimmung mit den friiheren 
Versuchen vorhanden. 

Wider alles Erwarten konnte indessen nichts von dem ein- 
genommenen Kreatin als solches im Harne wiedergefunden wer- 
den. Am 24. Miirz, da nur 0,42 g Kreatin (= 0,36 g Kreatinin) 
eingenommen wurde, wire es ja denkbar, da®i die Kreatinaus- 
scheidung wegen ihrer Geringfiigigkeit schlechterdings der Be- 
obachtung entgangen wiire. Aber auch nicht am 8. Mai (Tab. 10) 
nach 2,06 g Kreatin war ein auf Kreatin sicher hindeutender Unter- 
schied zwischen dem Gesamtkreatinin und dem priformierten 


) 4,31 g Nahrungs-N und 0,66 g Kreatin-N. 
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se 


Tabelle 10. 














5 nD . > | 
2) 2/| S| -S\g5\6.822|-2.6 4 Z2i\5\s\ §\43|\ 4 
3/8318) €/23sisSs5\' 85 2 Siti 2] 3/48} 
2/2/2) 2 52 2232/22? Z/— 2 #1272 
“S| S| &iigim 4) ge =| 8) S| 
mi < ¥ sian 
1906 in g pro 24 Stunden in °/, von Gesamt-N 
Mai 
1. 9,34) —| —|—/| 1,71 | 1,71 | 000 | —|—|—| —|—/|— 
0,64 0,64 0,0 
2. sei —|—|—/| 178 | 178 | one | —) —| —| —| —| — 
0,64 0,64 § (0,0 
3. 6.08) —|—|—| 178 | 1,78 | og8 | —1—| —| —| —| — 
0,66 0,66 (0,0) 
4. B58 —| —|—/| 2397 | 237 | eee | — 1 — | | — | —] = 
0,66 0,66 (0,0) 
5. 15,313,150,510,51, 1,77 1,78 —0,01 0,82/59,3 9,6 | 3,2 |12,4)15,5 
0,17, 0,66 | 0,66 (—0,1) 
6. {4,822.77 0,47'0,47 1,84 1,86 —0,02 0,74]57,5 9,8/ 3,3 14,115,3 
0,16 0,68 0,69 | (—0,1) 
7. |3,92/1,96 0,38)0,52. 1,76 1,80 —0,04 0,76/50,0 9,7 | 4,3 16,6 19,4 
0,17, 0,65 0,67 (—0,2) 
8. |4,672,690360,51 184 1,79 0,056 0,77/57,6 7,7 86 14.6 16,5 
0,17 0,68 0,67 (0,2) 
9. |3,65 1,78)0,410,53) 1,82 1,78 0,04 0,60/48,8 11,2 4,9 18,6 16,5 
0,18 068 066 (0,2 
10. }4.842,73/0,500,58 1,79 | 1,82  —0,03 0,75/56,4 10,3 3,9 13,8 15,6 
0,19 0,67 0,68 (—0,1) 


Kreatinin des Harnes zu bemerken. Von dem eingenommenen 
2,06 g Kreatin ist also gar nichts in Form von Kreatin durch 
die Nieren wieder ausgeschieden worden. 

Von den in diesen Versuchsserien eingenommenen Fleisch- 
basen sind also am 24. Marz 0,47 g Kreatinin und 0,42 g Kreatin, 
am 8. Mai 2,06 g Kreatin nicht als solches im Harne wiederge- 
funden worden, d. h. bei der ersten Gelegenheit sind zusammen 
0,31 g und bei der zweiten 0,66 g Stickstoff in Form von Krea- 
tinin oder Kreatin in den Kérper eingefiihrt worden ohne ihn 
wieder in denselben Verbindungen zu verlassen. Ist dies in Form 
von anderen Stickstoffverbindungen geschehen? Wire dies der 


*) Die Zahlen in Klammern bezeichnen die primaren Differen- 
zen in mm zwischen den vor und nach HCl-Behandlung des Harnes 
direkt im Kolorimeter beobachteten Fliissigkeitshéhen. 
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Fall gewesen, mufte er entweder als Harnstoff-, Amoniak-, Harn- 
siiure-, oder Rest-N im Harne vorhanden sein. 

Das Amoniak-N und Harnsiiure-N zeigen indessen wihrend 
beider Serien nur unbedeutende Schwankungen und an den Ver- 
suchstagen ist auch keine Vermehrung zu bemerken und sie 
kénnen wohl darum auch ohne weiteres auBer Rechnung ge- 
stellt werden. 

Tabelle 11. 





Gesamt-| / + = Gesamt- 
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Am Versuchstage 

Mittel der iibrigen 
Tage derselben | 
Serie. . . . [4,414,50]2,47 2,48]0,38  0,45]0,17 0,1710,65/ 0,67 10,64 0,73 

Mehrbetrag am | | 
Versuchstage . |1,06 0,17[0,59 0,21/0,00 —0,09]0,03 0,00]0,19 0,01 ]0,35'0,04 


,67)3,06 2,6910,38 — 0,36]0,20 0,17]0,84 0,68 |0,96 




















Die GréBe des Rest-N am Versuchstage der Serie IV (24. Miirz) 
wird zwar an keinem der anderen Tage erreicht und tibersteigt 
auBerdem mit 0,35 g den mittleren Wert dieser Tage. Am Ver- 
suchstage der Serie V (8. Mai) weicht das Rest-N jedoch kaum 
merkbar von dem Mittelwert der anderen Tage ab; an einem 
von diesen wurde sogar ein héherer Wert gefunden. Mit dem 
Harnstoff steht es nicht viel besser. Es ist gewif nicht zu 
verkennen, dafi das Harnstoff-N der beiden Versuchstage den 
mittleren Wert der iibrigen Tage der beiden Serien nicht un- 
betriichtlich iibersteigt. Die Bedeutung dieser Mehrbetriige ist 
jedoch sehr fraglich. Denn erstens kénnte an dem wichtigsten 
der Versuchstage, 8. Mai, héchstens ein Drittel des an diesem 
Tage eingenommenen Kreatinstickstoffes (0,66 g) in dem _ be- 
obachteten Zuwachs an Harnstoff-N (0,21 g) als wiedergefunden 
angesehen werden; und zweitens zeigt eben das Harnstoff-N schon 
an den tibrigen Tagen der beiden Serien sehr bedeutende Schwan- 
kungen, so daB wir Werten begegnen kénnen, die ebenso groB und 
gréBer als diejenigen der Versuchstage sind. Inwieweit also wirk- 
lich eine Umwandlung in Harnstoff oder in irgend welchen von 
den stickstoffhaltigen Kérpern, deren Stickstoff in dem Rest-N 
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einbegriffen wird, wirklich stattgefunden hat, ist nicht mdglich 
bestimmt zu entscheiden. In den Tabellen habe ich die ver- 
schiedenen Stickstoffwerte auch in Prozenten vom Gesamtstickstoff 
umgerechnet. Diese Prozentzahlen sind jedoch in nimlicher Be- 
ziehung nicht mehr belehrend. Die hier vorgelegten Zahlen ge- 
statten kurzum kein positives Urteil iiber das Schicksal des im 
Harne nicht wieder gefundenen Kreatinins und Kreatins. 

Wir miissen uns also damit begniigen durch diese Versuche 
mit den rein dargestellten Fleischbasen die Ergebnisse unserer 
friiheren Versuche mit Fleisch- und Fleischextrakt in der Haupt 
sache bestiitigt zu haben. Nur inbezug auf das Kreatin machte 
sich niimlich wie erwihnt, insofern ein verschiedenes Verhalten 
bemerkbar, dal} wihrend in den Fleisch- und Fleischextraktver- 
suchen, wenigstens nach gréferen Gaben, immer etwas Kreatin 
im Harne gefunden wurde, in den Versuchen mit rein darge- 
stellten Substanzen dagegen auch nach Einnahme von 2 g wasser- 
freiem Kreatin keine merkbaren Mengen davon im Harne iiber- 
gingen. Welche ist die Ursache dieses verschiedenen Verhaltens 
des Kreatins in den letzten Versuchen? 

Zuniichst wiire es ja méglich, daf die besondere Art und 
Weise, worauf das Kreatin in den Fleisch- und Fleischextraktver- 
suchen zugefiihrt wurde, verantwortlich gemacht werden kénnte. 
In Fleisch und Fleischextrakt ist ja aufer Kreatin eine Menge 
von anderen teilweise noch sehr wenig erforschten Korpern vor- 
handen. Es wiire vielleicht nicht undenkbar, da® der eine oder 
andere von diesen, oder vielleicht eine noch vollig unbe- 
kannte Substanz des Fleisches eine Kreatinumwandlung im Or- 
ganismus erleiden kénnte. Auf diese Weise wiirde also das 
Fleisch und Fleischextrakt tatsiichlich eine bedeutend gréBere 
Kreatinzufuhr zufolge haben kénnen als ihr Gehalt an _ vorge- 
bildetem Kreatin anzuzeigen scheint, und in den Versuchen mit 
Fleisch und Fleischextrakt wiirde somit Kreatin nur deshalb aus- 
geschieden worden sein, weil dessen Zufuhr wegen dieser sup- 
ponierten Neubildung in der Tat so viel griéfer als in den an- 
deren Versuchen war, daf das Kreatin nicht wie hier vollig aus- 
geniitzt werden konnte. Anderseits war es indessen auch mdglich, 
daB das abweichende Verhalten des Kreatins in den letzten Ver- 
suchen in irgend welchem Zusammenhang mit dem sehr niedrigen 
EiweiBumsatz wiihrend dieser Versuche stehen konnte. Um die 
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Richtigkeit dieser Auffassung zu priifen, wurde folgender Versuch 
angestellt. 


Versuchsserie VI. 


Wihrend der Zeit dieser Serie vom 19. bis 26. Mai 1906 lebte ich 
von meiner gewdhnlichen, gemischten Kost. Da diese nur sehr miBige 
Fleischmengen zu enthalten pflegt, war es, nach den vorigen Versuchen zu 
urteilen, ja auch nicht zu erwarten, da8 eine Ausscheidung von Kreatin in 
irgendwie bemerkbaren Mengen hierdurch wiirde zustande kommen kinnen, 
was auch nicht der Fall war. 

Am 24. Mai wurde Kreatin eingenommen. Dies war auf gewoéhn- 
liche Weise aus Pferdefleisch hergestellt. 2,9821 g luftgetrocknete Kri- 
stalle, die 27,95 °/, Stickstoff enthielten, wurden in 350 com Wasser auf- 
gelist und die Lisung um 10 Uhr yorm. getrunken. 

Nach dem N-Gehalt berechnet wurde auf diese Weise 2,59 g wasser- 
freies Kreatin (= 2,23 g Kreatinin) in den Kérper eingefiihrt. 


Tabelle 12. 
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a. t= 
Eg |4 23 1S |e S& 
~~ © 3 to} ee at 
Datum | & & . 2% ~ E Fy = | $ ai” Bemerkungen 
z | oe 5m |g he i 
1906 os |S Moles | 4&8 
19. Mai | 930 | 17,62! 1,60 | 1,60 | 0,00 = 
| | (0 0) 
| "er 
20. , 980 17,65 1,78 | 1,72 | 0,06 
, (0,3) 
21. , | 1007 | 17,20! 1,93 | 1,91 | 0,02 
(0,1) 
22, ,, | 1265 | 19,13 1,86 | 186 0 
| (0,0) 
23. , | 1010 | 16,12) 1,90 | 1,90 0,00 
| | (0,0) 
24. , | 1170/1740, 255 188 | 067 | 2,59 g wasserfreies 
(2,7) Kreatin. 
25. , 985 16,34 1,93 | 1,93 | 0,00 
| | | | (0,0) 
26. , 915 | 17,04, 1,92 | 1,92 | 0,00 
| | (0,0) 








Aus der. Tabelle 12 finden wir, daB mit dem Harne des Ver- 
suchstages Kreatin in einer 0,67 g Kreatinin entsprechenden Menge 
ausgeschieden wurde, d. h. 30 Proz. des eingenommenen Kreatins 





*) Die Zahlen in Klammern bezeichnen die primairen Differenzen 
in mm zwischen den vor und nach HCl-Behandlung des Harnes direkt im 
Kolorimeter beobachteten Fliissigkeitshéhen. 
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ist im Harne wieder gefunden worden. Dagegen hat die Kreatin- 
einnahme wie gewohnlich keine Vergréferung der Kreatininaus- 
scheidung bewirkt. (Vgl. Fig. 6.) 

Wiihrend also in der Serie V bei ‘gues Was 1 Eo 
einer durchschnittlichen tiglichen Ei- oc ae 3 
weiBumesatz von 4,54 g N. 2,06g Krea- 2 
tin zugefiihrt werden konnte ohne dab 
merkbare Mengen davon in den Harn 
tibertraten, wurde hier dagegen bei 2 
einem vier mal so groben Eiweifum- 
satze (durchschnittliche N-Ausscheidung 
= 17,31 g) 30 Prozent von dem einge- 46 
nommenen 2,59 g Kreatin durch die 7” 

7: ° ° . ‘ Mai 

Nieren wieder ausgeschieden. Hiermit Fig.6. 24stiindl, Ausecheidung 

ist also bewiesen, da die scheinbar — des Gesamt-Kreatinins in g 

schlechtere Ausniitzung des Kreatins  W#irendgewohnlicher, gemisch- 
ter, nicht eiwei8armer 

in der Serie V in irgend welchem Zu- Diat der Versuchsserie VI. 

sammenhang mit dem hier vorhande- Pet gestrichelte Teil deu- 


Rgera nya: tet an, wie viel hiervon in 
nen, niedrigen EKiweifumsatz stehen Form von Kreatin ausge- 
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mu schieden wurde. 
a - : , A 2,59 g Kreatin ein- 
Die Richtigkeit dieser Auffassung genommen. 


wurde durch die letzten Untersuchun- 

gen Folins') bestatigt. Wiahrend eiweiBarmer Diit (450—600 g 
Starke und 400 ccm Sahne) gab er 1,1 bzw. 1,09 g kristallisiertes 
Kreatin ohne etwas davon im Harne wieder finden zu kénnen. 
Nach gréBeren Gaben (5—6 g fand er dagegen zwar auch beim 
niedrigen Eiweifumsatz Kreatin im Harne, jedoch bei weitem 
nicht so viel wie bei eiweiBreicher Diat. 

Folin hat auch eine Erklarung dieses Einflusses der Eiweib- 
zufuhr zu liefern versucht. Da er den im Harne vermiBten Teil 
des eingenommenen Kreatins nicht in Form von irgend einem der 
anderen stickstoffhaltigen Harnbestandteile wiederfinden konnte, 
zieht er hieraus den SchluB, da® das Kreatin schlechterdings im 
K6rper zuriickgehalten worden ist. Das Kreatin mu nach ihm 
als eine Art Nahrungsmittel von spezifischer Bedeutung fiir den 
Gewebsstoffwechsel aufgefaBt werden, und darum wird es von dem 
K@6rper in desto gréBerem Umfang retiniert, je kleiner die Eiweib- 

’) Folin, Festschr. f. Hammarsten. 

Biochemische Zeitschrift Band III. 6 
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zufuhr und dadurch der Vorrat an kreatinbildendem Material ist. 
Das Kreatinin ist im Gegenteil ein reines Abfallsprodukt und wird 
darum schnell und beinahe vollstiindig wieder aus dem Kérper 
ausgeschieden. In seinen beiden Kreatininversuchen fand er sogar 
80 Proz. im Harne wieder nach Gaben von 1,1 bezw. 1,75 g Krea- 
tinin. 

Da ich leider nicht im Stande bin, iiberhaupt entscheiden zu 
kénnen, inwieweit in meinen Versuchen eine Kreatinretention 
wirklich stattgefunden hat, kann ich keine bestimmte Stellung 
zu dieser Hypothese einnehmen, und verhalte mich darum vorlaufig 
abwartend. 

In bezug auf das rein tatsachliche, da per os eingenommenes 
Kreatinin bedeutend leichter als das Kreatin in den Harn tibergeht 
und daB die EiweiSzufuhr einen wesentlichen Einflu8 auf das Uber- 
gehen des letzteren ausiibt, kann ich dagegen auf Grund meiner 
eigenen Untersuchungen Folin vollig beistimmen. 

Die Unabhingigkeit der beiden Fleischbasen von einander 
im menschlichen Stoffwechsel, wofiir ich schon in meiner vor- 
laufigen Mitteilung eintrat, hat sich also durch Folins und meine 
weiteren Untersuchungen vollig bestatigt. Die alte Ansicht, da8 das 
Harnkreatinin teilweise von exogener Herkunft sein konnte, ist also 
nicht linger aufrecht zu halten. 

Denn wenn es auch als bewiesen angesehen werden kann 
daB von auBen eingefiihrtes Kreatinin wenigstens zu einem groBen 
Teil den Kérper unverindert mit dem Harne wieder verlaBt, diirfte 
jedoch unter gewéhnlichen Verhialtnissen praformiertes Kreatinin 
nur in ganz minimaler Menge dem Korper zugefiihrt werden. 
Bouillon, woran wohl zuniichst zu denken wire, wird ja niemals 
in gebriuchlichen Kostformen in der Starke oder der Menge ge- 
nossen, das Kreatinin in einer nur irgendwie nennenswerten Menge 
auf diese Weise eingenommen wird und da hierdurch ein merk- 
barer Einflu8 auf die Kreatininausscheidung mit dem Harne bewirkt 
wird. Da weiter eine Kreatininbildung aus exogenem Kreatin im 
KGérper nicht nachweisbar ist, miissen wir aber einriumen, dab 
praktisch genommen das Harnkreatinin immer nur endo- 
gen im Kérper gebildet wird. 
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Theoretische Schlubbetrachtungen. 


Der Ausgangspunkt der alteren Ansichten iiber den Ursprung 
des Harnkreatinins bildete, wie in der Einleitung schon ausein- 
andergesetzt wurde, die Uberzeugung, da dasselbe in erster Linie 
durch eine Umwandlung aus Kreatin entstanden wire, wobei so- 
wohl das exogene Kreatin der Fleischnahrung als das endogene 
Kreatin der eigenen Muskulatur in Frage kommen konnte. Die 
erste Entstehungsart ist wie schon dargelegt nicht langer annehm- 
bar. Wie steht es mit dem Muskelkreatin in dieser Beziehung? 
Hierbei mu zuerst daran erinnert werden, daf ein Zusammen- 
hang zwischen der Muskelarbeit und der Kreatininausscheidung 
nicht mit Sicherheit bei Anwendung einer zuverlissigan Methode 
hat nachgewiesen werden kénnen. Auch nicht nach tibermaBiger 
Muskelanstrengung fanden von Hoogenhuyze und Verploegh') 
in ihren Selbstversuchen irgend welche Vermehrung der Kreatinin- 
ausscheidung. Nur in einem Versuche an einer Hungerkiinstlerin, 
zeigte sich wirklich nach einer am 7. Tage der Hungerperiode 
vorgenommenen Muskelarbeit am nachfolgenden Tage eine deut 
liche Vermehrung des Kreatinins, die sogar noch am dritten Tage 
fortdauerte. 

Das Kreatinin wird also ziemlich sicher nicht durch die 
Zusammenziehung der Muskelfasern gebildet. Hiermit ist je- 
doch nicht bewiesen, daf es nicht ein Umwandlungsprodukt des 
Muskelkreatins ist, denn auch nicht fiir das Kreatin, das wohl 
ziemlich sicher in den Muskeln gebildet wird, ist esdargetan worden, 
daB es gerade bei der Muskelarbeit entsteht*). Es wiire indessen 
sehr eigentiimlich, wenn das endogen in den Muskeln entstehende 
Kreatin eine Kreatininumwandlung im Koérper erleiden wiirde, 
wahrend von auGen eingefiihrtes Kreatin nicht auf diese Weise 
umgewandelt wird. Es scheint mir also sehr fraglich, ob iiber- 
haupt ein biologischer Zusammenhang zwischen den beiden Fleisch- 
basen besteht oder ob sie nicht véllig von einander unabhangig und 
unter verschiedenen Bedingungen im K6rper gebildet werden. 
Welche Bedeutung indessen dem Kreatin zu teil werden kann, und 
besonders inwieweit die schon erwahnte Hypotese Folins sich 
fruchtbringend zeigen wird, la@t sich noch nichtiibersehen. Jeden- 








) a. a, O. 
*) Voit, a. a. O. 
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falls muB das Kreatin schon jetzt streng vom Kreatinin getrennt 
werden, so dafi nicht Resultate, die in bezug auf dieses letztere 
gewonnen sind, ohne weiteres auf jenes hintibergetragen werden. 

Aus welcher Vorstufe das Kreatinin im Kérper entsteht, 
kénnen wir vorliufig nicht sagen. Da die Kreatininausscheidung, 
wie wir gesehen haben,ganz unabhingig von der Eiweifzufuhr ist, 
kann es jedenfalls nicht als ein Zerfallsprodukt des Nahrungsei- 
weiBes aufgefaBt werden. Es bleibt uns darum nichts anderes 
iibrig als uns dasselbe durch einen besonderen Metabolismus ge- 
bildet zu denken. Wir sehen uns also genétigt, auBer dem gewéhn- 
lichen EiweiSstoffwechsel, dessen GréBe mit der EiweiBzufuhr 
wechselt und der durch Harnstoff als Stoffwechselendprodukt 
charakterisiert wird, mit Folin auch das Vorhandensein eines an- 
deren, von diesem véllig unabhingigen Stickstoffwechsels anzu- 
nehmen, der ziemlich konstant ist, als Stoffwechselendprodukt 
unter anderen das Kreatinin liefert. Als spezifische Produkte dieses 
endogenen oder Gewebsmetabolismus betrachtet F olin, wie gesagt, 
auBerdem den Neutralschwefel und zum kleineren Teil die Harn- 
siure und die Atherschwefelsiuren. Uber das Verhalten des Neu- 
tralschwefels und die Atherschwefelsiiuren besitze ich keine eigene 
Erfahrung. In bezug auf die Harnsiure kann ich in meiner Ver 
suchsserie I, wie gesagt, zu demselben Resultat wie Burian und 
Schur und Sivén, da8 sie nimlich ganz unabhingig von dem 
gewohnlichen EiweiBumsatz ist. Folin seinerseits fand dagegen, 
daB bei bedeutenderer Verminderung der Gesamtstickstoffaus- 
scheidung im Harne auch die absolute Menge der Harnsiéure ab- 
nahm, jedoch nicht im Verhiiltnis zur Verminderung des Gesamt- 
stickstoffs'). Gegeniiber der Beweiskraft meiner Serie I kénnte 
vielleicht geltend gemacht werden, da® die Periode der eiweiB- 
armen Diat zu kurz war. Es ist niimlich nicht zu verkennen, da8 
die Harnsaureausscheidung wihrend dieser Periode gerade gegen 
das Ende derselben ihr Minimum erreicht. Es kénnte darum 
eingewendet werden, daB sie vielleicht noch weiter wiirde gesunken 
sein, wenn die Periode nur linger ausgedehnt worden wire. Diesem 
widerspricht indessen das Ergebnis meiner beiden anderen Ver- 
suche mit eiweiBarmer Diit, Ser. TV und V, die 5 bezw. 4 Tage 
linger dauerten, ohne daB dennoch die Harnsiiureausscheidung 
unter das Minimum der Serie I herabsank. 


‘) Folin, The American Journal of Physiol. 18, 87. 1905. 
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In dem Bestreben nach einer Erklirung des verschiedenen 
Verhaltens der Harnsiureausscheidung in seinen Versuchen und 
in denjenigen Burians und Schurs und Sivéns diskutiert Folin 
auch die Méglichkeit, ob nicht der Umstand, daf die Diit in den 
Versuchen dieser letzteren Forscher ziemlich viel Kartoffeln ent- 
hielt, auf die Harnsiiureausscheidung kénnte eingewirkt haben. 
In zwei von seinen eigenen Versuchen sah er nimlich eine bedeu- 
tende Vermehrung der Harnsiiure, da eines Tages die Stiirke 
in seiner Dit gegen Kartoffeln ausgetauscht wurde. In diescr Be- 
ziehung verdient es vielleicht erwihnt zu werden, daB die durch- 
schnittliche Harnsiuremenge wahrend aller meiner drei Versuchs- 
serien mit eiweiBarmer Diat konstant unveriindert blieb, obschon 
die eiweiBarme Diit in Serie I 158 g Kartoffeln, in den andern 
beiden keine enthielt. Und auch wihrend der eiweifreichen Diit 
der Serie I, die 200 g Kartoffeln enthielt, wurde nur unbedentend 
mehr Harnséure ausgeschieden. 


Tabelle 13. 





“Gehalt der Kost | ‘Tigliche Harnsiure- 
eee ausscheidung 
N | Kartoffeln} Mittel |Maximum | Minimum 


Serie I A 35 | 158 0,52 | 0,58 0,48 








Serie IB 25 200 0,57 0,62 0,52 
Serie IV 5,34 | keine 053 0,60 | 0,48 
Serie V 5,34 | keine 052 | 0,58 0,47 





Ich habe meine Erfahrung in bezug auf die Harnsiureaus- 
scheidung und ihr Verhalten zum EiweiBumsatz hier nur kurz er- 
wahnen wollen, wage indessen nicht, auf Grund dieses einzigen 
Falles besonders mit Hinsicht zu dem entgegengesetzten Resultate, 
das Folin iibereinstimmend in seinen vielen Versuchen bekom- 
men hat, einen bestimmten Standpunkt zu dieser Frage einzu- 
nehmen. Vielleicht kénnen individuelle Verschiedenheiten vor- 
handen sein, was auch Folin einriumt. Eine weitere Priifung 
scheint hier erforderlich zu sein. 

Kiinftigen Untersuchungen muB es auch vorbehalten werden, 
zu entscheiden, inwieweit der mehrerwaihnte Gewebsmetabolis- 
mus als einheitlicher Vorgang aufzufassen ist. Es wiire ja sehr 
méglich, da8 wir hier mit mehreren voneinander unabhingigen, 
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endogenen Stoffwechselprozessen zu tun haben. Wahrend z. B. die 
Harnsiure als Zerfallsprodukt der Nukleoproteide aufzufassen 
ware, wiirde das Kreatinin aus gewissen anderen Zellbestandteilen 
und auch unter anderen Bedingungen entstehen. Offenbar laBt 
sich diese Frage experimentell erforschen. 

Als Gegengrund dieser hier vorgetretenen Auffassung, wo- 
nach das Kreatinin als ein Zerfallsprodukt eines spezifischen Ge- 
webstoffwechsels aufzufassen ist, kénnte bei einer oberflachlichen 
Betrachtung vielleicht das Verhalten der Kreatininausscheidung 
beim volligen Hunger angefiihrt werden. van Hoogenhuyze 
und Verploegh fanden nimlich, da8 die Kreatininausschei- 
dung im Versuche mit der Hungerkiinstlerin unter dem Ein- 
flusse des vélligen Hungers bedeutend vermindert wurde. Nach 
Voit wird indessen beim vollstindigen Hunger, mit Ausnahme 
der ersten Tage, nur Organeiweif zersetzt; und darum kénnte man 
jaehereine Vermehrung der Kreatininausscheidung erwartet haben. 
Der Zerfall von Organeiwei8 im Sinne Voits kann jedoch nicht 
mit dem Gewebsmetabolismus Folins identifiziert werden. Das 
OrganeiweiB ist, was speziell Pfliiger kraftig betont hat, ein sehr 
unbestimmter Begriff, es ist ttberhaupt kaum mehr als ein Begriff, 
es liBt sich chemisch weder durch irgend welche spezifischen Eigen- 
schaften noch durch besondere Zersetzungsprodukte charakteri- 
sieren. Anders mit dem Gewebskatabolismus Folins. Dieser ist 
einfach als ein durch die Vitalitit der Zellen bedingter Zerfall 
lebender Zellbestandteile, wobei unter anderem das spezifische Zer- 
fallsprodukt Kreatinin geliefert wird, zu definieren. Wenn also die 
Kreatininausscheidung beim Hungern vermindert wird, mu8 das 
durch ein vom Hungerzustande bedingtes Darniederliegen der 
Vitalitaét der Kérperzellen erklirt werden. 

Eine andere Sache ist die, ob es ganz sicher ist, da der Stoff- 
wechsel derjenigen Personen, die das Hungern berufsmabBig be- 
trieben, als véllig normal betrachtet werden kann, und ob es dar- 
um auch angezeigt ist, Resultate, die an ahnlichen Versuchs- 
individuen gewonnen werden, ohne weiteres zu verallgemeinern. 

DaB eine sogar bedeutende Unterernihrung wahrend kurzer 
Zeit ohne Einflu8 auf die Kreatininausscheidung ist, geht aus 
meiner Versuchsserie II hervor, in welcher am 6. und 7. Oktober 
nur ungefahr 11 Kalorien pro kg Kérpergewicht zugefiihrt wurden, 
ohne da8 die Kreatininausscheidung vermindert wurde. 
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Ich beabsichtige indessen diese Frage weiter an chronisch 
Unterernahrten zu verfolgen, wie mich iiberhaupt weiterhin zum 
Studium der Kreatininausscheidung bei den verschiedenen patho 
logischen Zustainden hinzuwenden, wobei natiirlich zuerst an solche 
Fille, die wegen einer verinderten Zellvitalitét in Verdacht zu 
stehen scheinen, zu denken ist. 


Die Ergebnisse meiner Untersuchungen, insofern sie auf das 
Kreatin und Kreatinin Bezug haben, fasse ich in folgende Sitze 
zusammen : 

1. Es ist sehr fraglich ob ein biologischer Zusammenhang 
zwischen den beiden Fleischbasen besteht. 

2. Wenn sie dem Organismus zugefiihrt werden, kénnen sie 
beide teilweise in unverinderter Form durch die Nieren ausge- 
schieden werden. Eine Umwandlung des einen Ko6rpers in den 
anderen kommt dagegen im Organismus nicht zustande. 

3. Das Kreatinin geht leichter und in gréBerem Umfange in 
den Harn iiber. Auf das Ubergehen des Kreatins iibt indessen die 
GréBe der EiweiSzufuhr insofern einen EinfluB, da® das Uber- 
gehen offenbar bei geringer Eiweifzufuhr bedeutend erschwert 
wird. 

4. Da exogenes Kreatin im Organismus nicht in Kreatinin 
verwandelt wird und Kreatinin in den iiblichen Kostformen nur in 
sehr geringen Mengen vorkommt, mu8 das Harnkreatinin immer 
endogen im Organismus selbst entstanden sein. 

5. Aus welcher Vorstufe es hier gebildet wird, wissen wir 
nicht. Ein Zusammenhang mit dem Kreatin der Muskulatur ist 
jedenfalls nicht bewiesen und auch nicht sehr wahrscheinlich. 

6. Da weiter das Kreatinin nicht als ein Zerfallsprodukt des 
NahrungseiweiBes aufgefaft werden kann, bleibt kaum etwas an- 
deres iibrig als uns dasselbe mit Folin durch einen vom ge- 
wohnlichen EiweiBumsatze gesonderten Metabolismus gebildet zu 
denken. 


Zuletzt erlaube ich mir, an dieser Stelle meinem Freunde, Prof. 
Ivar Bang, in dessen Laboratorium diese Arbeit ausgefiihrt 
worden ist, meinen besten Dank zu sagen fiir das groBe Interesse, 
das er meinen Untersuchungen zu Teil werden lieB. 








Quantitative Studien iber Phagocytose. 


I. Resistenz von Phagocyten gegeniiber Wasserzusatz. 
Von 
H. J. Hamburger und E. Hekma. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Groningen.) 


(Eingegangen am 24. Dezember 1906.) 


1. Einleitung. 


Die geplanten Untersuchungen, von denen wir hier den ersten 
Teil veréffentlichen, bezwecken, den Einflu8 von mit Wasser ver- 
diinntem Serum, von Salzlésungen und anderen Agentien auf das 
phagocytiire Vermégen von Leukocyten quantitativ zu studieren. 
Ein derartiges Studium diirfte nicht nur Interesse beanspruchen, 
weil die Phagocytose als solche eine sehr wichtige Rolle im tieri- 
schen Organismus spielt — man denke nur an ihre von Metchni- 
k off ans Licht gebrachte und mit bewundernswertem Scharfsinn 
und Energie verteidigte Bedeutung im Kampf des Organismus 
gegen Mikroben’) —, sondern auch weil diese Zellen ein so vor- 
ziigliches Objekt bilden fiir die Erforschung chemischer Einfliisse 


*) Bemerkenswert in dieser Beziehung ist, was vor kurzem Metchni- 
koff iiber das Diirftige unserer Kenntnisse hervorhob in seinem, vor den 
Amsterdamer Studenten abgehaltenen Vortrag: ,,Reactions phagocytaires“. 
»Nous ne sommes qu’au début. Lorsqu’on connaitra mieux la physiologie 
des phagocytes (wir cursiviren), on cherchera des méthodes pour aug- 
menter |’activité de ces éléments dans la lutte contre les microbes et on 
cherchera d’autres pour préserver contre l’attaque des phagocytes les 
cellules nobles de notre corps. En poursuivant ce but, il faudra tenir 
compte de ce que les phagocytes sont non seulement les destructeurs des 
microbes, mais qu'ils sont capables aussi de s’encorporer des poisons solu- 
bles et de les rendre inoffensifs. Leur réle n’en devient que plus important.“ 
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auf lebendiges Protoplasma. Bilden diese Einfliisse ja im Grund 
Reaktionen, durch welche es schlieflich gelingen muB, der chemi- 
schen Struktur des lebendigen Zelleninhaltes naher zu treten. 

Die Methode bestand darin, daB wir weifen Blutkérperchen 
des Pferdes nach Versetzung in verschiedene Media die Gelegen- 
heit gaben, Kohle in sich aufzunehmen und die Prozentzahl der 
Phagocytose zeigenden Zellen in den betreffenden Fallen ermittel- 
ten. Diese Prozentzahl war das MaB fiir den Grad der 
Phagocytose und gewihrte einen Ausdruck fiir den Ein- 
flu®B verschiedener Agentien auf die genannte Lebens- 
titigkeit. Es wurde dabei eine indifferente Substanz und keine 
Mikroorganismen genommen, weil im letzteren Falle die Verhilt- 
nisse viel komplizierter liegen. Daf wir Kohle wihlten und nicht 
das gebriiuchliche Karmin, hatte seinen Grund darin, daf eine Auf- 
nahme von Kohle viel leichter und sicherer zu konstatieren ist. 
Eben deshalb hatte denn auch bereits friiher der eine von uns bei 
seinen Untersuchungen iiber den Einflu8 von CO, auf die Phago- 
cytose') Kohle den Vorzug gegeben. 


2. Gewinnung der Leukocyten. 

Die Methode, um Leukocyten aus Pferdeblut zu gewinnen, 
ist in der Hauptsache bereits friiher an einer anderen Stelle be- 
schrieben worden, sowie auch das Verfahren, um den Betrag der 
Phagocytose zu bestimmen’). 

Es scheint aber empfehlenswert, die Technik hier etwas aus- 
fiihrlicher mitzuteilen, um so mehr, weil wahrend der vorliegen- 
den Untersuchungen noch kleinere Verbesserungen angebracht 
worden sind. 

Das durch Aderla8 aus der V. Jugularis strémende Blut 
wird in mit Glasscherben beschickten Flaschen aufgefangen und so 
lange tiichtig geschiittelt, bis das Fibrin sich abgeschieden hat. 
Gewohnlich geniigen hierzu 10 Minuten. Das Fibrin mit den fast 
immer in demselben eingeschlossenen Glasscherben wird mittels 
Kolieren durch Gaze entfernt. Dann wird das Blut in hohe Zylin- 
dergliser gebracht und eine halbe bis eine ganze Stunde sich 


) Hamburger, Virchow’s Archiv 156, 329. Osmotischer Druck und 
Ionenlehre 1, 416. 

*) Hamburger, Virchow’s Archiv a. a. 0. Osmotischer Druck und 
Ionenlehre 1, 401. 
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selbst tiberlassen. Nach dieser Zeit kann man drei Schichten 
unterscheiden. Die untere Schicht, welche ungefahr die Hilfte der 
ganzen Flissigkeitssiule einnimmt, besteht hauptsiichlich aus roten 
Blutzellen. 

Auf dieser unteren, roten Schicht ruht eine sehr schmale 
weibe, welche fast ausschlieBlich aus weiBen Blutzellen zusammen- 
gesetzt ist. 

Die dritte und obere Schicht besteht aus einem triiben Serum, 
in welchem sehr viele rote und weife Blutkérperchen enthalten 
sind. 

Sie wird mittels einer mit Gummischlauch versehenen Pipette 
abgehoben. Das niamliche geschieht auch méglichst viel mit der 
zweiten Schicht. Es sei mit Nachdruck hervorgehoben, da8 man 
mit der Absaugung der beiden obern Schichten nicht zu lange 
warten soll. Es senken sich sonst eine grofe Anzahl Leukocyten 
und bilden eine kompakte mittlere Schicht, welche schwierig ab- 
zuheben ist, was dann umsomehr zu bedauern ist, weil diese 
Schicht gerade so reich an Phagocyten ist. Offenbar besitzen die 
letzteren eine groBe Senkungsgeschwindigkeit. Wenn also die un- 
tere Schicht deutlich sich abzugrenzen anfingt, so ist es empfeh- 
lenswert, abzusaugen. Nach einiger Ubung lernt man sehr bald 
den Zeitpunkt bestimmen, zu welcher man abpipettieren soll. 

Jetzt wird die triibe Fliissigkeit einige Zeit zentrifugiert. Kraf- 
tiges und langes Zentrifugieren soll vermieden werden, 
weil sonst die Leukocyten zu sehr zusammenkleben. Fiir ge- 
wohnlich geniigte eine Umdrehung von 5 Minuten in einer Runne- 
schen Wasserzentrifuge bei einer Tourenzahl von 600 bis 800 pro 
Minute, um die Formelemente auf den Boden der Réhrchen zu 
schleudern. Sollte das aber noch nicht vollstandig erreicht sein 
und die obenstehende Fliissigkeit noch etwas triibe erscheinen, 
so kann man dieselbe doch ohne Beschwerde abheben, weil durch 
die groBe Senkungsgeschwindigkeit der Phagocyten von diesen 
Zellen nur wenige noch in der Fliissigkeit vorhanden sind. Jetzt 
wird das tiber dem Bodensatz stehende klare oder nahezu klare 
Serum zum gréBten Teil entfernt und das riickstindige Serum durch 
hin- und herbewegen mit dem Bodensatze vermischt. Die auf diese 
Weise erhaltene Aufschwemmung kann noétigenfalls fiir die Experi- 
mente verwendet werden. Sie enthilt aber immer noch viele Ery- 
throcyten, die man besser tut méglichst zu entfernen, weil dieselben 
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sich bei der Zaihlung der Leukocyten in stérender Weise geltend 
machen. 

Zur Entfernung der roten Zellen fiigt man die soeben erhal- 
tene Suspension aus verschiedenen Zentrifugierglasern zusammen 
und iiberli®t das Gemisch sich selbst wihrend '/: bis 1 Stunde. 
Es senken sich die roten Blutzellen zu Boden, wihrend die Mehr- 
zahl der Leukocyten in Suspension bleibt. Auf diese Weise hat 
man eine Fliissigkeit bekommen, in der sich wieder weniger rote 
Blutkérperchen befinden als vorher. Es liegt auf der Hand, daB 
man mit der Abpipettierung auch hier nicht zu lange warten darf, 
weil sonst zu viele weife Blutkérperchen sich zu Boden senken. 

Bei mikroskopischer Untersuchung der Suspension stellt sich 
heraus, daB drei Arten von Leukocyten vorhanden sind: 1. groBe 
Zellen mit groBen Kérnern (Mastzellen), 2. mittelgroBe Zellen, 
3. kleine Zellen (Lymphocyten). Nur die mittelgroBen sind phago- 
cytar. 


3. Die Kohle. 


Fiir die Genauigkeit der Versuchsergebnisse ist die Feinheit 
der Kohle von hervorragender Bedeutung. 

Sind viele grébere Teilchen in den Priiparaten zugegen, so ist 
eine genaue Zahlung geradezu unmdglich. Sowohl die einzelnen 
Zellen wie auch ganze Konglomerate von Zellen werden dann oft 
dem Auge entzogen. Sind aber die Kohlenteilchen fein und in nicht 
zu groBer Menge anwesend, so bereitet die Zaihlung der kohlenfreien 
ebenso wenig wie die der kohlenhaltigen einige Schwierigkeit. Am 
meisten geeignet sind Partikelchen etwa von der Gréfe von roten 
Blutkérperchen. Auf welche Weise kann man dieselben bekom- 
men? Die kiufliche Kohle ist zu grob, man muB also zerkleinern. 
Dabei haben wir eigentiimliche Schwierigkeiten empfunden. Im 
gewohnlichen Porzellanmérser schien eine geniigende Feinheit von 
allen Teilchen nicht zu erreichen. Es wurde dann ein Achatmor- 
mérser genommen und zwar mit anfiinglichem Erfolg, aber bald 
stellte es sich heraus, da® die feinen Teilchen zusammenklebten 
und schlieBlich wieder groBe Partikelchen bildeten. 


Endlich sind wir denn mittels folgenden Verfahrens zum Ziele 


gelangt. 
Im gewohnlichen Porzellanmoérser wurde Holzkohle méglichst 


fein zerrieben und dann auf ein Blatt schwarzes Glanzpapier ge- 
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bracht, in dem mittels einer feinspitzigen Nadel feine Lécher ge- 
stochen waren. Durch Hin- und Herbewegen fielen die kleinsten 
Partikelchen hindurch. Es waren aber unter diesen manche, wel- 
che noch zu groBe Dimensionen hatten. Deshalb wurde die durch- 
gesiebte Masse in einen mit Wasser gefiillten Glaszylinder gebracht 
und geschiittelt. Nachdem die Aufschwemmung wiihrend 2 Mi- 
nuten sich selbst tiberlassen war, hatten sich die grébsten Teichen 
zu Boden gesetzt und wurde die auf dem Bodensatz sich befindende 
Suspension abpipettiert, in ein anderes Zylinderglas tibergebracht 
und eine halbe Stunde sich selbst iiberlassen. Wiihrend dieser 
Zeit hatten die groéberen Partikelchen die Gelegenheit sich abzu- 
setzen und konnte nachher die nunmehrige Aufschwemmung ent- 
fernt werden. Diese enthielt fast nur Teilchen von der erwiinsch- 
ten Feinheit. Um dieselben als trockenes Pulver zur Verfiigung zu 
haben, wurde die letzerhaltene Suspension in ein neues Zylinder- 
glas gebracht, 12 Stunden sich selbst iiberlassen, dann das Wasser 
abpipettiert, der Bodensatz getrocknet und in einem trockenen Por- 
zellanmorser zerrieben. Die auf diese Weise zubereitete Kohle eig- 
nete sich zu unserem Zwecke ganz vorziiglich. Um nachheriges 
Zusammenkleben der Partikelchen vorzubeugen, ist es notwendig, 
die Kohle trecken aufzubewahren. Fiigen wir noch hinzu, daB 
wir Holzkohle verwendeten und keine Knochenkohle, weil erstere 
viel leichter ist, dementsprechend viel linger in der Leukocyten- 
suspension suspendiert bleibt und deswegen eine bessere Beriihrung 
mit den Leukocyten gewihrt. 


4. Versuchsverfahren. 

Nachdem die Leukocyten eine gewisse Zeit der Einwirkung der 
zu untersuchenden Fliissigkeit bei 37° ausgesetzt gewesen sind, wird 
zu 3 ccm der nunmehrigen Suspension die Kohle hinzugesetzt, wel- 
che sich in einem Glasnipfchen’) leicht abmessen laBt, und diese mit 
der Fliissigkeit gleichmaBig vermischt. Wir verwendeten zylindrische 
mit Glasstépseln versehene Flaschen von etwa 2 ccm Diameter. 
Es wurde jede 10 Minuten die Flaschen aus dem Brutschrank ge- 


‘) Dasselbe wurdein der Weise hergestellt, da8 ein Glasstab in der Flamme 
etwas ausgezogen wurde und in das verjiingte Ende, wihrend es durch 
abermalige Erhitzung erweicht war, mittels eines diinnen Eisenstibchens 
eine kleine Dalle gedriickt wurde. Der Inhalt unseres Napfchens betrug 
etwa 0.05 ccm. 


' 
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nommen und vorsichtig hin- und herbewegt um eine méglichst 
gleichmaBige Mischung und Beriihrung von Leukocyten und Kohle 
zuerzielen. Im ganzen verweilten die Flaschen '/2 Stunde im Brut- 
schrank. Nachdem wurden sie alle zu gleicher Zeit an einem kih- 
len Ort (Keller) hingestellt. Hinstellen auf Eis ist abzuraten, weil 
bei diesem raschen kriiftigen Temperaturwecheel, wie es sich gezeigt 
hat, Leukocyten zu Grunde gehen, vielleicht wegen zu schroffer 
Koniraktionen. Eine oder mehrere Stunden nachher werden mi- 
kroskopische Priiparate angefertigt. Hierzu ist es notwendig, die 
Aufschwemmung erst gut zu bewegen; denn insbesondere die mit 
Kohle beladenen Phogocyten senken sich leicht zu Boden. Am 
besten erreicht man eine gleichmafige Verteilung wenn man den 
ganzen Inhalt des zylindrischen GlasgefaiBes in eine Kugelpipette 
aufsaugt und diese in geeigneter Weise hin- und herbewegt. Die 
Kugelpipette hat die Gestalt der dem Zahlapparat von Zeif-Mala- 
setz gehérenden Blutpipette ; auch hier befindet sich ein Glasperleim 
kugelférmigen Raum. Dieser enthalt 3 ccm, wabrend noch hinzu- 
zufiigen ist, da der obere Teil eine Verengerung trigt, wie gebriiuch- 
lich bei den Pasteurschen Pipetten. 

Nach dem Schiitteln 148t man den geringfiigigen Inhalt des 
unteren ausgezogenen Glasrohres der Pipette auslaufen und was 
dann nachkommt, ist zur Anfertigung von mikroskopischen Priipa- 
raten geeignet. 

Die Resultate, die man auf diese Weise bekommt, sind im all- 
gemeinen genauer, als wenn man aus dem hin- und herbewegten 
Zylinder mittels einer gewohnlichen Pipette einen Tropfen aushebt. 
Es mége dies aus den beiden folgenden Tabellen hervorgehen. 


Aus dem Cylinderglischen ist nach Hin- und Herbewegen 
ein Tropfen der zu untersuchenden Aufschwemmung 








genommen. 
; vat | ‘Total- | Anzahl Prozentzah! 
anzahl derjenigen = derjenigen 
der Leukocyten, Leukocyten 
Aufschwemmungen gezihliten welche Kohle welche ohle 
Leuko- aufgenommen aufgenommen 
cyter haben haben 
1 ccm Leukocyten-Serum. Suspen- 246 50 20 %/, 
sion + 2 ccm Serum .. 
1 ccm desgl. 308 74 24 ¢/, 
1 ecm desgl. 240 42 17,5 */, 





a 


———— oa - 
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Man darf nicht sagen, daf{ die Zahlen der letzteren Spalten in 
schéner Weise stimmen. 

Viel besser ist die Ubereinstimmung der Zahlen, wo der In- 
halt der Zylinderglischen in Kugelpipetten tibergebracht wurde 
und aus den Kugelpipetten ein Tropfen genommen zur Anferti- 
gung des mikroskopischen Priparates war. 


Der [nhalt der Zylinderglischen in Kugelpipetten 
aufgesogen, daringeschiittelt und von dem Inhalt mikros- 
kopische Praparate angefertigt. 





Total. | Anzahl |Prozentzahl 
anzahl | derjenigen | derjenigen 
der | Leukocyten, | Leukocyten, 
gezihlten | welche Kohle | welche Kohle 
Leuko- ‘aufgenommen aufgenommen 


Aufschwenimungen 


aneetl __| eyten | haben | __ haben 
1 ccm Leukocytenanfschwemmung | 600 | 138 | 23 °/, 
+ 2ccm Serum..... 
1 cem desgl. 448 98 | 21,9°%, 
1 com desgl. 764 174 22,8 °/, 


Diese und ahnliche Resultate haben Veranlassung gegeben, wei- 
terhin auch die Einwirkung der Phagocyten-Aufschwemmungen 
auf die Kohle in den Kugelpipetten stattfinden zu lassen. Selbst- 
verstaindlich waren die unteren Spitzen zugeschmolzen. Bei diesem 
Verfahren war es nun weiter leicht, das Bewegen der GefaBe jede 
10 Minuten zu umgehen, indem die Kugelpipetten im Brutschrank 
mechanisch rundgedreht wurden. 

Es wurde dann schlieBlich in fofgender Weise ex- 
perimentiert. 

Zunichst wird die zu untersuchende Fliissigkeit zu der Leu- 
kocyten-Suspension hinzugesetzt und das Gemisch einige Zeit sich 
selbst bei Kérpertemperatur iiberlassen, um die Zellen dem Ein- 
flu8 des neuen Mediums auszusetzen. Dann wird Kohle hinzu- 
gefiigt, nach guter Verteilung die ganze Aufschwemmung in die 
von einer Glasperle versehenen Kugelpipete aufgesaugt und diese 
an der unteren ausgezogenen Spitze zugeschmolzen. Weiter werden 
alle Kugelpipetten der Versuchsreihe auf eine in einem Brutofen 
sich befindende drehbare Achse befestigt, welche mittels eines 
Heinrici-HeiSluftmotor bewegt wird. Der HeiSluftmotor wirkt 
an einer Scheibe, die auBerhalb des Kastens an die genannte dreh- 
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bare Achse verbunden ist. Eigentlich sind mehrere Scheiben an- 
gebracht worden, um den Einflu8 der groBen Tourenzahl des Mo- 
tors zu lindern. Das ist notwendig, weil sonst die Kohlepartikel- 
chen an die Phagocyten zu schnell voriibergehen und dadurch die 
Kohleaufnahme beeintrichtigt wird. Mit einer langsamen Drehung 
erzielt man eine erwiinschte gleichmaBige Durchmischung. Nach- 
dem die Pipetten eine Stunde bei Korpertemperatur im Brut- 
schrank verweilt haben, werden sie aus den an die Achse geléteten 
Hiilsen berausgenommen, in einen kiihlen Raum gelegt, um etwaiger 
weiterschreitender Phagocytose Einhalt zu tun und werden nach 
erneuter Bewegung, Eréffnung der zugeschmolzenen Spitze und 
Ablaufen der ersten Tropfen, mikoskropische Priparate angefertigt. 
Die Praparate werden in Paraffinleistchen eingekittet. 

Die Zaihlung erfolgt mittels Okularnetzmikrometers und ver- 
schiebbarem Objekttisch. 

Wie sich durch Vorversuche herausgestellt und sich noch bei 
den unten zu erwahnenden Versuchen gezeigt hat, giebt die Me 
thode ganz zuverlissige Resultate. 


5. Kritik der Methode. 

Es kann die Frage erhoben werden, ob man wirklich berech 
tigt ist, als MaB fiir die Phagocytose, statt der Aufnahmefihigkeit 
jeder einzelnen Phagocyt die Prozentzahl derjenigen Leukcoyten 
anzunehmen, welche Kohle aufgenommen haben. (Vergl. 8. 89.) 

Zuniichst ware darauf zu antworten, dab, wie es auf der Hand 
liegt, dal nicht alle in einer Suspension vorhandenen Phagocyten 
in gleichem Grade befahigt sind, phagocytaéres Vermégen zu ent- 
falten. Es kann das im Alter und in der Herkunft der einzelnen 
Zellen oder auch in anderen physiologischen Bedingungen gelegen 
sein. Stellen wir uns nun vor, daf in einer Aufschwemmung eine 
gewibe Anzahl Phagocyten vorhanden sind, die wihrend der Zeit 
daB sie mit Kohle in Berithrung waren, noch gerade ein Partikel- 
chen davon aufnehmen konnten, so werden diese Zellen das nicht 
alle tun, wenn sie spiter in einem Medium zu liegen kommen, 
das das phagocytiire Vermégen aller Phagocyten ein wenig herab- 
setzt. In letzterer Fliissigkeit wird man also eine geringere Anzahl 
kohlehaltiger Phagocyten zihlen. Noch kleiner wird die betreffende 
Zah] sein, wenn Fliissigkeit genommen wird, welche das phago 
eytare Vermégen noch mehr herabsetzt; denn es werden dann 
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nicht die soeben genannten schwichsten Phagocyten unwirksam 
gemacht, sondern auch die, welche jenen in phagocytirer Kraft 
etwas liberlegen waren, usw. Hieraus geht hervor, daB man in der 
Tat berechtigt ist, die Prozentzahl derjenigen Leukocyten, welche 
Kohle aufgenommen haben, als MaB fiir die Phagocytose anzusehen, 

Indessen ist diese SchluBfolgerung nur wichtig unter der Be- 
dingung, daf das neue zu untersuchende Medium die Gesamt- 
zahl der Leukocyten unverandert laBt. Denken wir uns einen 
Augenblick den Fall, daB eine gewisse Anzahl] der zur Kohlenauf- 
nahme niemals fahigen Leukocyten, z. B. Lymphocyten, durch Ein- 
wirkung des neuen Mediums zu Grunde gegangen ist, so wird 
wenn die absolute Anzahl der kohlehaltigen Leukocyten dieselbe 
geblieben ist, die Prozentzahl der Phagecytose doch gréBer aus- 
fallen. Im allgemeinen kann man sagen, daf ein Agens, welches 
mehr Lymphocyten als Phagocyten zerstért, die prozentische Pha- 
gocytose zu grof erscheinen lassen wird, wihrend ein Agens, das 
mehr Phagocyten als Lymphocyten zerstért, die prozentische Pha- 
gocytose zu klein erscheinen lassen wird. Nur im Falle, da® kein 
einziges Leukocyt zerstért wird, oder auch im Fall die Phagocyten 
in gleichem prozentischen Grade wie die Nicht-Phagocyten zu 
Grunde gehen, findet der Einflu8 des zu untersuchenden Mediums 
einen zuverlissigen Ansdruck in der Prozentzahl der kohlehaltigen 
Leukocyten. 

Nun kann man schwerlich kontrolieren, ob die in einer 
Aufschwemmnng vorhandenen Phagocyten und Nicht-Phagocyten 
in gleichem prozentischen Grade zerstért werden. Die Methode 
ist also in der angegebenen Richtung nur in quanitativem Sinne 
brauchbar, falls das Agens keine Zelle in der Weise zerstért, daBb 
sie sich der Zahlung entzieht. 

Dariiber mu8 man Sicherheit haben. Es ist also die Regel 
aufzustellen, daS man bei der Untersuchung des Einflusses eines 
neuen Mediums bezw. Agens auf die Phagocytose erst ermittele, 
ob die Gesamtzahl der Leukocyten nach der Einwirkung des neuen 
Mediums unverindert bleibt. Nur in diesem Falle ist die Methode 
zuverlissig und gewahrt die Anderung der Prozentzahl der kohle- 
haltigen Leukocyten ein zuverliissiges Ma8 fiir den untersuchten 
Einflu8. Wie sich unten (S. 100) herausstellen wird, haben wir die 
betreffenden Untersuchungen fiir den hier zu erforschenden Ein- 
fluB von Wasserzusatz auf die Phagocytose auch ausgefiihrt. 
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6. Versuche. 
A. Inwieweit macht sich die Wasserverdiinnung 
des Blutserums auf die Phagocytose geltend? 

Friiher hatte der eine von uns gefunden, daf die roten Blut 
koérpehen eine bedeutende Wassermenge aufzunehmen imstande 
sind, ohne dabei Farbstoff zu verlieren'). Beim Menschen, beim 
Pferd und bei andern grofen Siiugetieren, konnte das Serum mit 
etwa 60°/o Wasser verdiinnt werden, ohne daf die roten Blutkérper- 
chen Farbstoff an die Umgebung abzugeben anfingen. Fiigt man 
mehr Wasser hinzu, so gibt es eine gewibe Anzahl, die ihr Himo- 
globin verlieren. Je mehr Wasser man hinzusetzt, destomehr rote 
Zellen gehen zu Grunde. 

Es war nun die Frage, geht mit dem Anfang von 
Farbstoffaustritt bei den roten Blutkérperchen auch ein 
Anfang von Abnahme des phagocytiren Vermégens bei 
den weiBen Blutkérperchen parallel, m. a. W. wird man das 
Serum gleichfalls mit mehr als 60°/) Wasser zu verdiinnen haben, 
bevor die Phagocytose in nachteiliger Weise beeinfluBt wird. Diese 
Frage erschien auch deshalb nicht unberechtigt, weil ebenso wie die 
roten auch die weiBen Blutzellen in wasserververdiinntem Serum 
quellen, ja selbst ist die prozentische Volumzunahme genau die 
gleiche *) ist. 

Es war also méglich, daf durch ein wenig mehr als 60°/, 
Wasser ein Teil der Leukocyten ihren farblosen Inhalt und dement- 
sprechend ihr phagocytiresVermégen verlieren wiirden ; oder wiirde 
eine Abnahme des phagocytiren Vermégens sich bereits bei einem 
weniger als mit 60°/) wasserverdiinnten Serum geltend machen? 

Es wurden also die folgenden Gemische nach dem bereits 
angebenen Verfahren untersucht: 

1. leemd.Leukocytensuspension-+-2 ccmSerum 

ae = +1'%,, ,, -+'/ecemWasser 
a ig - —— = « Se a «= 

” + "/s ” ” +1'/s ” ” 
yo” ” + Th is ” +1°/, ” ” 
ad m a 6 « ae a" 


*) Hamburger, Sitzungsber. der Koninkl. Akad. van Wetenschappen 

te Amsterdam 26. Marz 1885; Osmotischer Druck und Ionenlehre 1, 184. 

*) Hamburger, Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 1898, 8. 317; Osmotischer 
Druck und Ionenlehre 1, 339. 
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Es wurden also zu je 100 cem (Leukocyten-Suspension -+- Se- 
rum) hinzugefiigt: 0 cem, 20 cem, 50 ccm, 100 cem, 140 cem und 
200 ccm Wasser. Das Serum ist somit verdiinnt mit 0 °/p, 20°o, 
50 °/o, 100 °/o, 140°/o und 200°/) Wasser. 

Bei dieser Berechnung ist angenommen, da8 in 1 ccm Leukocyten- 
Serumsuspension auch 1 ccm Serum vorhanden war. Das ist natiirlich 
nicht richtig, denn es nehmen ja die Formelemente selbst auch einen ge- 
wissen Raum ein. Es stellte sich jedoch beim Zentrifugieren der Suspension 
heraus, daB das Volumen der Formelemente gegeniiber dem Volumen des 
Serums ein so geringes war, daS man praktisch keinen Fehler macht, 
wenn man in obiger Weise rechnet. 


Die folgende Tabelle enthalt die Resultate der Versuche mit 
den sechs Aufschwemmungen. 








| » 
Anzahl der I — 
Serum, Anzahl der Leukocyten erjenigen, 
8 , ; dee; Leukocyten, 
verdiinnt mit | untersuchten welche Kohle | wehiee Wabie 
°/, Wasser | Leukocyten | ev aufgenommen 
ee | = | ole | __ haben. 
1 0%, | 886 | 331 37, 
2 20 %/, 754 246 32%, 
3 50 %/, 732 154 21 %, 
4 100 °/, 636 81 12'/, °/, 
5 140 °/, 530 0 | 0 %, 
6 200 °/, 546 0 e %, 





Man sieht, da bereits durch die Hinzufiigung von 20°/o 
Wasser zu dem Serum die prozentische Anzahl der Leukocyten, 
7? x 100=13,5% 
kleiner geworden ist und daf diese Abnahme bei weiterer Hinzu- 
gabe von Wasser zunimmt. 

Es stellt sich heraus, dafS Hinzufiigung von 140°/) Wasser, 
die Phagocyten dermafen geschiidigt hat, da® keiner zur Auf- 
nahme von Kohle mehr fahig ist. Es verdient noch Erwaihnung, 
daB in Nummer 1 die kohlehaltigen Zellen, gréGenteils vollstindig 
mit dieser Substanz angefiillt waren. Fast dasselbe Bild zeigten 
die Priiparate der Nummer 2. In den Zellen der Nummer 3 und 
namentlich in den der Nummer 4 war entschieden weniger Kohle 
vorhanden als in den der Nummer 1. 

Also fiuBert sich der Einfluf der Wasserzugabe zu dem Se- 
rum nicht nur darin, daf der Prozentgehalt der weiBen Blutkér- 
perchen, welche noch Kohle aufzunehmen imstande ist, kleiner 


welche Kohle aufgenommen haben, um 
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wird, sondern auch darin, daf von jeder einzelnen Zelle das pha- 
gocytére Vermégen beeintrichtigt worden ist. Es ist das ganz 
im Einklang mit dem, was wir unter 5 iiber die Grundlage der 
Methode ausgefiihrt haben. 

Man wird anerkennen miissen, einerseits, da®B das 
phagocytare Vermégen Leukocyten gegeniiber 
Wasserzusatz sehr empfindlich ist, andererseits, dab 
viele unter den Phagocyten eine groBe Wassermenge ver- 
tragen, ohne das phagocytire Vermégen einzubiiBen. 


der 


Wir fiihren noch eine zweite Versuchsreihe an. Die Experi- 


mente wurden in derselben Weise angestellt. 





Prozentzah] 
' Anzahl der i otetin 
Serum, Anzahl der Leukocyten, Pp a. 
verdiinnt mit) untersuchten welche Kohle wiche Kohte 
°/, Wasser Leukocyten — sufgenemmen 
- Pe ee a _haben_ 
1 0%, 685 92 13,2 °/, 
2 20 %/, 608 72 11,8 %/, 
3 50%, 683 55 e %, 
4 100 °/, 738 12 57% ¢ 
5 140 °/, — sehr wenige =, 
6 200 °/, - | 0 0 %, 





Man sieht, das Resultat ist genau dasselbe wie in der vorigen 
Tabelle. 

So stellt sich z. B. heraus, daB Zusatz von 20°/) Wasser das 
oa x 100 = 10°/ herabgesetzt hat. 

Es unterliegt also keinem Zweifel, daB das Serum bereits bei 
einer geringen Wasserverdiinnung, Abnahme des phagocytiren 
Vermégens herbeifiihrt. Eine Abnahme des osmotischen 
Druckes um z. B. 5°/o, also eine Depressionsabnahme des 
Blutserums von — 0,58°  X ; 35 = 0,029%, wiirde dem- 
entsprechend das phagocytire Vermégen um etwa ,°; X 
10°/, = 2,5°/) herabsetzen miissen. 


phagocytire Vermégen um 





Indessen kann, wie bei den kritischen Retrachtungen sub 
5 hervorgehoben wurde, den gefundenen Zahlenwerten iiber den 
Grad der Phagocytose, nur dann vollige Zuverlassigkeit beigemessen 
werden, wenn festgestellt worden ist, daS die Einwirkung der ver- 


7* 








} 
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diinnten serésen Fliissigkeiten die Gesamtzahl der zihlbaren 
Leukocyten unverandert laBt. 

Wir haben diese Angelegenheit untersucht, indem wir Ge- 
mische von 1 cc Leukocytensuspension und 2cc Serum von ver- 
schiedenen Verdiinnungen anfertigten und von jedem Gemisch 
einen Tropfen aufden Objekttrager des Blutkérperchenzihlapparates 
von Thoma-Zeiss brachten. Nachdem der Tropfen mit einem 
Deckglischen bedeekt war, wurde etwa eine Viertelstunde gewartet 
bis die weiBen Zellen sich gesenkt hatten und dann gezahlt. 

Man ersieht die Resultate in der folgenden Zusammen- 
stellung, in die auch einige mikroskopische Befunde aufgenommen 
worden sind. 








s Gesamtanzahl 
Serum, | 
verdiinnt mit Leukocytes Mikroskopische Beobachtungen 
°/, Wasser in 200 
Quadraten 

1 0%, 163 Blo8 normale rote und wei8e Blutkérper. 

2 20 °/, 169 Wie in (1). 

3 50 °/, 159 Wie in (1). 

4 700 °/, 166 Einige Leakocyten sind umgeben von 
offenbar ausgestoBenem, gekérntem 
Inhalt. Diese Leukocyten zeigen auch 
kleine und groBe scharf umschriebene 
runde Licher (Vakuolen), Anzahl Ery- 
throcyten kleiner als in (1), (2) und (3). 

5 100 %/, 158 | Mehr Leukocyten als in (4), haben Inhalt 
verloren. Anzahl Erythrocyten klein. 

6 200 °/, 160 Noch viel mehr Leukocyten als in (5) 
haben Inhalt ausgestoBen. Fast alle 
zeigen kleine und groBe runde Licher. 
Kein einziges rotes Blutkirperchen mehr 
zu beobachten. 


Aus diesen Versuchen erhellt : 

1. nach Einwirkung von wasserverdiinntem Serum sind alle 
Leukozyten noch zu beobachten; alle kénnen also in die 
Zahlung begriffen werden, so mit auch diejenigen, welche in 
Folge starker Wasseraufnahme und Quellung ihren Inhalt 
ganz oder teilweise verloren haben; 

2. der Inhaltsverlust kann noch nicht konstatiert werden, 
wenn die Verdiinnung des Serums bereits auf etwa 50°/o ge- 
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stiegen ist. Bei einer Verdiinnung mit 70°/) Wasser verliert 
ein Teil der Leukocyten kérnigen Inhalt. Je mehr die Ver- 
diinnung fortschreitet, desto mehr Leukocyten verlieren von 
ihrem Inhalt. Bei Verdiinnung mit 200°/) Wasser scheint 
wohl die Mehrzahl Leukocyten den Inhalt ganz oder teil- 
weise ausgestoBen zu haben; 

3. die ersten Leukocyten fangen Inhalt auszustoBen an bei 
ungefiihr derselben Verdiinnung, bei der auch die zugleich 
vorhandenen roten Blutkérperchen ihren Inhalt abzugeben 
anfangen ; 

4. In derselben Verdiinnung, bei welcher alle roten Blutkér- 
perchen zerstért werden, scheint noch eine groBe Anzahl 
Leukocyten morphologisch unversehrt zu bleiben. 

Auf die Vergleichung zwischen dem Verhalten von roten und 
weiBen Blutkérperchen kommen wir unten noch zuriick. Was 
uns vorliufig am meisten interessiert, ist das sub 1 ge- 
nannte Resultat. Denn nach diesem ist nunmehr in einwand- 
freier Weise nachgewiesen, daf die fiir den EinfluB des Wasser. 
zusatzes auf die Phagocytose gefundenen Zahlenwerte vollkommen 
zuverlissig sind. Festgestellt ist somit, dafi die Abnahme der 
Phagocytose bereits bei einer geringen Wasserzugabe an- 
fangt, und zwar bei einer Zugabe, bei der weder von Zer- 
stérung von weiBen noch von Zerstérung von roten Blut- 
kérperchen die Rede ist. 

Bei naherer Betrachtung kann dieses Resultat nicht befremden, 
denn Inhaltaustritt aus den weifen und Farbstoffaustritt aus roten 
Blutkérperchen bedeutet eine Zerstérung der betreffenden Zellen, 
also Vernichtung der Lebenstitigkeit, wihrend Verminderung 
des phagocytiren Vermégens bloB ein Ausdruck herabgesetzter 
Lebenstatigkeit ist. 

Aus diesem Gesichtspunkt war es von Interesse zu untersuchen, 
ob das herabgesetzte phagocytire Vermégen, durch Zuriickbringung 
der Zellen in das urspriingliche, unverdiinnte Serum wiederher- 
gestellt werden konnte. 


B. Inwieweit kann das durch Wasserzusatz herabgesetzte 
phagocytire ermégen wiederhergestellt werden? 
Um diese Frage zu beantworten, wurde 1 cem einer Leuko- 
cyten-Serum-Suspension versetzt mit: 
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a) 2cem des eigenen Serums. 

b) 2cem eines Gemisches von 1'/, com Serum -+- */, com Wasser. 

ec) 2ccm eines Gemisches von 1 ccm Serum + 1 ccm Wasser. 

d) 2ccm eines Gemisches von ¥, ccm Serum -+- 1'/, com Wasser. 

e) 2cem eines Gemisches von 0 ccm Serum + 2 ccm Wasser. 

Die Suspensionen a, b, c, d und e sind also verdiinnt bezw. mit 0 °/,, 
20 °/,, 50 °/,, 100 °/, und 200 °/, Wasser. 

Alle 5 Suspensionen wurden 1 Stunde sich selbst tiberlassen 
und dann zentrifugiert. Nachdem die klaren Fliissigkeiten ab- 
gehoben waren, wurden die Bodensitze mit3ccem des urspriinglichen 
Serums versetzt und darin verteilt. Endlich wurden die nunmehr 
erhaltenen Suspensionen mit Kohle vermischt und in der gewéhn- 
lichen Weise untersucht. 

Die folgende Tabelle enthilt die Resultate. 





Anzahl der | Prozentzahl 
Serum, Anzahl der |  Leukocyten, | der Leukocyten, 
verdiinnt mit) untersuchten welche Kohle welche Kohle 
°/, Wasser Leukocyten aufgenommen aufgenommen 
zs haben haben 
a) 0%, 536 96 17,9 °%/, 
b) 20 °/, 625 110 17,6 °/, 
c) 50 °/, 528 96 18,2 %/, 
d) 100 °/, 503 66 13,1 °/, 
e) 200 °/, 740 76 10,3 °/, 





Aus diesen Versuchsergebnissen geht hervor: 

1. daB, wenn man die Leukocyten einem Serum aussetzt, das 

mit 20°/) Wasser verdiinnt ist, eine Quantitat, welche nach 

den vorigen Versuchen das phagocytire Vermégen bedeutend 

beeintrachtigt'), letzteres nach Zuriickbringung der Zellen 

in das normale unverdiinnte Serum, vollstindig wiederher- 

gestellt wird, 

da das Gleiche der Fall ist, wenn das Serum mit 50°/o 

Wasser versetzt worden war, 

3. da®B aber Hinzufiigung von 100 °/) Wasser eine bleibende 
Verminderung des phagocytaéren Vermégens zuricklabt, 

4. daB nach Hinzufiigung von 200°/) die bleibende Vermin- 
derung des phagocytiren Vermégens bedeutender ist als 
nach Znsatz von 100°/) Wasser. 


to 


‘) Er wiire vielleicht eleganter gewesen, auch diesen Versuch und 
die entsprechenden mit gréBerem Wasserzusatz in die Reihe aufzunehmen ; 
es wurde aber darauf verzichtet weil es beschwerlich ist, viele Experimente 
zu gleicher Zeit anzustellen. Die Zahlungen nehmen zu viel Zeit in Anspruch. 
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Insbesondere verdient das sub 4 genannte Resultat die Auf- 
merksamkeit. Denn, wie aus den friiheren Experimenten hervor- 
geht, zeigen die Leukocyten, welche in mit 200°/) wasserverdiinn- 
tem Serum liegen, absolut kein phagocytiires Vermégen mehr. Im 
vorliegenden Versuche stellt sich aber heraus, dafi durch Ersetzung 
dieses verdiinnten Serums durch normales, viel mehr als die Hilfte 
der Phagocyten ihr Vermégen Kohle aufzunehmen, wieder zuriick- 
gewonnen haben. 

Weiter lehren die sub 1 und 2 hervorgehobenen Resultate, 
daB die Phagocyten eine grobe Wassermenge ertragen 
kénnen, bevor sie das Leben einbiiSen; kann ja das um- 
gebende Serum mit mehr als 50°/9 Wasser verdiinnt wer- 
den, bevor das Leben sogar deram wenigsten resistenten 
Leukozyten gefihrdet wird. Bei den roten Blutkérper- 
chen nimmt man eine ahnliche Erscheinung wahr. Denn 
auch die in mit 50°/9 Wasser verdiinntem Serum zu Kugeln ge- 
quollenenen Erythrocyten, nehmen nach Zuriickbringen in nor- 
males Serum ihre friihere Scheibenform wieder an, legen sich sogar 
wieder in Geldrollen. Ob auch bei den roten Blutkérperchen, so 
lange sie in verdiinntem Serum liegen, die Lebenstitigkeit herabge- 
setzt ist, wie es sich hier fiir die Phagocyten herausgestellt hat, kann 
nicht mit Bestimmtheit gesagt werden, da ein fiir das Experiment 
zugangliches Lebensmerkmal bei diesen roten Zellen bis jetzt unbe- 
kannt ist. Wahrscheinlich ist es wohl, denn die Erfahrung lehrt, 
daB die in miBig (z. B. mit 30°/9 Wasser) verdiinntem Serum 
suspendierten Blutkérperchen sich beim sterilen Aufbewahren 
nicht so lange halten, wie die in unverdiinntem Serum suspen- 
dierten, m. a. W., die ersteren fallen schneller der spontanen 
Himolyse anheim. 

Wir fiihren hier noch eine zweite Versuchsreihe in derselben 
Richtung an. 








Anzahl der Prozentzahl 

Serum, Anzahl der Leukocyten — der Leukocyten, 

verdiinnt mit| untersuchten welche Kohle welche Kohle 

0°, Wasser | Leukocyten aufgenommen aufgenommen 
haben aben 
1 oy | 500 | 105 21 %, 
2 20°, | 500 | 99 | 19,8 °/, 
3 50%, | 500 107 21,4 %/, 
4 70% | 500 96 19,2 °/, 
5 100 °/, 500 78 15,6 °/, 
6 200 °/, 500 61 3°), 


“< 
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Diese Versuchsreihe fiihrt zu ganz demselben Resultat wie 
die auf S. 102 mitgeteilten. Nur sei darauf aufmerksam ge- 
macht, da hier auch der Einflu® einer Verdiinnung mit 70°/9 
Wasser untersucht worden ist und doch dieselbe eine, wenn auch 
geringfiigige, bleibende Verringerung des gesamtphagocytiren Ver- 
mégens, also eine Zerstérung eines kleinen Teils der Phagocyten, 
herbeigefiihrt hat. 


C. Vergleichende Betrachtungen iiber die Resistenz 
von Phagocyten und von roten Blutkérperchen gegen- 
iiber Wasserzusatz. 

Bereits friiher hat der eine von uns bei verschiedenen Ge- 
legenheiten, auf die Ubereinstimmung zwischen weiSen und roten 
Blutkérperchen hingewiesen. So stellte sich heraus: 1. daB die 
beiden Zellenarten durch hyperisotonische Lésungen schrumpfen 
und durch hypisotonische quellen; 2. da die prozentische 
Schrumpfung und Quellung durch dieselbe Salzlésung bei beiden 
Zellenarten dieselbe war'), eine Erscheinung, welche zu der Schlub- 
folgerung fiihrte, da® in beiden das prozentische Volum des Ge- 
riistes das gleiche sein muBte; 3. veranlaSt Hinzufiigung von CO, *) 
und von geringen Mengen anderer Sauren®*) bei beiden Zellenarten 
Schwellung, Hinzufiigung von Alkohol dagegen Schrumpfung. 

Wie ist es nun mit der Resistenz der beiden Zellen- 
arten gegentiber Wasserzusatz? Besteht auch in dieser Hin- 
sicht vollige Ubereinstimmung? Mit anderen Worten, kann ein 
Phagocyt dieselbe Wassermenge ertragen ohne zerstért zu werden, 
wie ein rotes Blutkérperchen? Aus den obigen Untersuchungen 
geht bereits hervor, daB nicht alle Phagocyten derselben Suspension 
die gleiche Empfindlichkeit gegeniiber Wasser besitzen. Man kann 
also ebenso wie bei den Erythrocyten auch bei den Phagocyten 
von Minimum- und Maximumresistenz sprechen. Bekannt- 
lich wird bei den roten Blutkérperchen als Minimumresistenz an- 
gegeben die schwiichste Salzlésung oder stirkste Serumverdiinnung, 


*) Hamburger, Archiv f. (Anat.) u. Physiol. 1898, 317; Osmo- 
tischer Druck und Ionenlehre 1, 339. 

*) Hamburger, Ztschr. f. Biolog. 35, 280. 1897; Osmotischer 
Druck und Ionenlehre 1, 404. 

5) Hamburger, Archiv f. (Anat.) u. Physiol. 1898, 31; Osmo- 
tischer Druck und Ionenlehre 1, 418. ‘ 
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welche die Blutkérperchen noch ertragen, ohne Farbstoff zu verlieren 
und als Maximumresistenz die Salzlésung oder Serumverdiinnung, 
welche fast alle Blutkérperchen zerstért, also auch diejenigen, 
welche die gréfite Wassermenge ertragen kénnen. Die Maximum- 
resistenz wird also durch eine schwiichere Salzlésung angegeben 
als die Minimumresistenz. Den Unterschied beider Konzentratio- 
nen nennt man Resistenzbreite. Bei den Erythrocyten ist die 
Ermittelung der beiden Resistenzwerte gegeniiber Wasserzusatz 
zu dem Medium sehr einfach und scharf, insbesondere die Mini- 
mumresistenz. Sobald ein kleiner Teil der roten Blutkérperchen 
zugrunde gegangen ist, zeigt sich das durch eine Rotfairbung des 
Mediums an. Selbstverstindlich kann ein iihnliches Merkmal bei 
den weifen Blutkérperchen nicht benutzt werden. Zwar kann man 
durch mikroskopische Beobachtung konstatieren, ob neben einer 
Leukocyt eine kleinere oder gréfere Anhiufung von gekérnter 
Masse sich befindet, was wohl auf einen Inhaltsverlust hindeutet, 
welcher dem Farbstoffverlust bei den Erythrocyten an die Seite 
steht, aber zu quantitativen Zwecken kann dieses Merkmal nicht 
benutzt werden. Zunichst, weil bei der Anfertigung des Priiparates 
die ausgestoBene Masse sich leicht von der Zelle entfernea kann, 
zweitens, weil nicht selten ein Austritt von Inhalt iiberhaupt kaum 
mikroskopisch wahrzunehmen ist. Aus welchem Grund das der 
Fall ist, kénnen wir augenblicklich ebensowenig erkliren wie die 
Tatsache, daf zuweilen im wasserverdiinnten Serum fast alle Leuko- 
cyten grofe Vakuolen zeigen, wiihrend in anderen Fallen nur bei 
groBer Aufmerksamkeit blof kleine Vakuolen sichtbar sind. 

Ein zuverliBiges Merkmal fiir die Resistenz der Phagocyten 
gegeniiber Wasserzusatz gewiahrt die Phagocytose. Fiir die Fest- 
stellung der Minimumresistenz ermittelt man, mit wieviel Prozent 
Wasser man das Serum héchstens verdiinnen kann, ohne dali so- 
gar ein Teil der Phagocyten das Leben einbiifit. Der vollstandige 
Behalt der Lebenstiitigkeit wird dadurch konstatiert, daB nach Zu- 
riickfiihrung der mit verdiinntem Serum behandelten Leukocyten 
in normales Serum, die Phagocytose véllig wiederhergestellt ist. 

Unsere Versuche haben gelehrt, dafi Leukocyten, welche mit 
Serum behandelt worden sind, das mit 70°/) Wasser verdiinnt 
war, nach Zuriickfiihrung in normales Serum ihr phagocytires 
Vermégen ein wenig eingebiiBt haben. Leukocyten die in mit 
50 °/o Wasser verdiinntem Serum gelegen hatten, zeigten eine 
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solche Abnahme nicht. Nun wissen wir, daB auch rote Blutkér- 
perchen des Pferdes ein mit etwa 60°/) Wasser verdiinntes Serum 
ertragen, ohne daf sogar die am wenigsten resistenten Farbstoff- 
verlust zeigen. Also stimmt die Minimumresistenz der 
Phagocyten mit dem der Erythrocyten gegenitiber ver- 
diinntem Blutserum itiberein. Mit Hinsicht auf die allerdings 
geringere Schirfe des Phagocytoseverfahrens wire es vielleicht vor- 
sichtiger, das Resultat in der Weise auszudriicken, da8 man 
keinen Unterschied zwischen der Minimumresistenz 
von Phagocyten und Erythrocyten konstatieren kann 
und wenn eine solche besteht, dieselbe geringfiigig ist. 

Und jetzt die Maximumresistenz! Um diesen bei den roten 
Blutkérperchen des Pferdes zu ermitteln, haben wir Serum mit 
gréBeren Quantititen Wasser verdiinnt, die Gemische mit einigen 
Tropfen des defibrinierten Blutes versetzt und nach einiger Zeit 
untersucht, bei welcher Verdiinnung die Fliissigkeit vollkommen 
klar wurde, m. a. W. bei welcher Verdiinnung alle Erythrocyten 
ihren Farbstoff verloren; das war zweifelsohne der Fall in der 
Fliissigkeit, wo das Serum mit 140°/) Wasser verdiinnt war. 
Spater bildet sich zwar eine Triibung: diese riihrt aber von Para- 
globulin her. Bekanntlich verringert sich die Léslichkeit dieser 
Substanz, je nachdem die Salzlésung mehr verdiinnt wird. Daher 
da8 im Serum, das mit 200°/) Wasser verdiinnt war, der betref- 
fende Niederschlag ausgiebiger war. 

Gibt es nun Phagocyten, welche im Gegensatz zur Erythro- 
cyten ein mit 140°/9 Wasser verdiinntes Serum wohl ertragen? 
Gewi8! Denn wenn man die mit solchem hochgradig verdiinnten 
Serum in Beriihrung gewesenen Leukocyten in normales Serum 
zuriickbringt, so zeigt es sich, daB noch eine groBe Anzahl der 
Phagocyten Kohle aufzunehmen imstande ist. 

Eine ihnliche Erscheinung, obgleich im weniger ausge- 
sprochenen Mafe, beobachtet man, wenn das Serum mit 200 °/o 
Wasser verdiinnt worden ist. Auch dann haben noch eine bedeutende 
Anzahl Phagocyten ihre Lebenstiitigkeit behalten. Wir haben 
konstatieren kénnen, da8 man das Serum sogar mit etwa 300 °/, 
Wasser verdiinnen kann, bevor alle Phagocyten ihre Aufnahme- 
fihigkeit auf immer eingebiiBt haben. Demnach ist die 
Maximum-Resistenz gegeniiber Wasserzusatz und des- 
halb auch die Resistenzbreite bei den Phagocyten des 
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Pferdes viel gréGer als bei den Erythrocyten dieses 
Tieres. 


Zusammerfassung. 

I. Der Einflu8 verschiedener Media auf das phago- 
cytire Vermégen der weifen Blutkérperchen laBt sich 
in ganz zuverlissiger Weise quantitativ bestimmen und 
also auch vergleichen durch Zihlung der prozentischen 
Zellenmenge, welche Kohlepartikelchen aufgenommen 
haben. 


II. Der Zusatz von Wasser zum natiirlichen Medium, 
d.h. zum eigenen Blutserum der Phagocyten, macht sich 
in sehr nachteiliger Weise auf das phagocytire Vermigen 
geltend. Bereits ein Wasserzusatz, welcher einer wenig be- 
deutenden Herabsetzung des osmotischen Druckes der Blut- 
fliissigkeit entspricht, erzeugt eine deutliche Abnahme der 
Phagocytose. 

So fanden wir in einer der Versuchsreihen, dab, waihrend im 
normalen unverdiinnten Serum 37 °/) der Leukocyten Kohle aut- 
genommen hatten, die betreffende Menge in mit 20°/9 Wasser ver- 
diinntem Serum 32°/o betrug. Es entspricht das eine Abnahme der 
Phagocytose von at X 100 = 13,5°/). Durch Zusatz von 50°/5 
Wasser zu dem Serum sank der Prozentgehalt der kohlehaltigen 
Leukocyten auf 21°/9, also einer Abnahme von ae X 100 = 43°75. 
Durch Zusatz von 140°/o und 200°/o Wasser sank der Prozent- 
gehalt der kohlehaltigen Leukocyten auf 0, mit anderen Worten 
das phagocytire Vermégen war aufgehoben; aber nur voriiber- 
gehend, denn: 


Ill. Durch Zuriickfiihrung der durch Wasserzusatz 
in nachteiliger Weise beeinfluBten Zellen in ihr eigenes 
unverdiinntes Serum, kehrt das phagocytire Vermégen 
wieder ganz oder teil weise zuriick. 

Vollstindig war die Riickkehr, wenn das Serum mit 20 oder 
50°/) Wasser verdiinnt worden war, teilweise wenn 70 oder 100°/ 
Wasser hinzugesetzt gewesen waren. Ja selbst wenn die Verdiinnung 
200 °/, betragen hatte, eine Verdiinnung, bei der, wie sub II er- 
wahnt, die Phagocytose ganz aufgehoben war, konnte noch eine 
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Wiederherstellung des phagocytiiren Vermégens zu mehr als der 
Hialfte des urspriinglichen wahrgenommen werden. 

Erst Verdiinnung des Serums mit 300°/) Wasser machte dem 
phagocytiéren Vermégen auch der meist resistenten Phagocyter fiir 
stets ein Ende. 

IV. Die hier bei den Phagocyten beobachteten Er- 
scheinungen stimmen mit den friiher bei roten Blut- 
kérperchen wahrgenommenen tberein: 

1. kénnen die Phagocyten eine grobe Wassermenge 
ertragen, ohne zugrunde zu gehen (vergl. sub IID, 
Das gleiche zeigte sich auch friiher bei den roten 
Blutkérperchen (vergl. sub 6c); 

2. kénnen die durch Wasserzusatz in den Phagocyten 
erzeugten Verainderungen, insoweit letztere nicht 
zu einer Zerstérung gefiihrt haben, durch Zuriick- 
fiihrung in unverdiinntes Serum wieder riickgingig 
gemacht werden. Ahnliches wurde friiher auch bei 
den roten Blutkérperchen gefunden; 

3. ebenso wie die am wenigsten resistenten Erythrocyten kénnen 
auch die am wenigsten resistenten Phagocyten ein Serum ver- 
tragen, das mit etwa 60°/) Wasser verdiinnt worden ist, ohne 
zerstort zu werden. 


Die sogen. Minimumresistenz gegeniiber Wasserzu- 
satz ist also die gleiche. 

Dagegen ist die Serumverdiinnung, welche von den am mei- 
sten resistenten Phagocyten ertragen wird, weit bedeutender als 
die, welche die am meisten resistenten roten Blutkérperchen 
ertragen. 

Bei den Phagocyten ist also die Maximum-Resistenz 
gegeniiber Wasserzugabe gréBer als bei den Erythro- 
eyten — und weil die Minimum-Resistenz die gleiche 
ist — auch die Resistenzbreite gréBer. 











= 











Beitrag zur Frage nach der kolloidalen Natur 
von Albumosenlésungen. ') 


Von 
Peter Rona und Leonor Michaelis. 


(Aus dem chemischen und aus dem bakteriologischen Laboratorium des 
stiidtischen Krankenhauses am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 24. Dezember 1906.) 


Bei der vor kurzem von uns angegebenen Methode der Entei- 
weiBung mit Mastix wurden die EiweiSkérper infolge ibres Ver- 
haltens als kolloidal geléste Kérper entfernt, also infolge einer 
physikalischen Zustandseigenschaft. Andere, sich in einem iihn- 
lichen Lésungszustand wie Eiweif befindende Kérper kénnen also 
bei der Methode ebenfalls in Mitleidenschaft gezogen werden. Von 
diesen anderen Kérpern spielen aber sowohl in quantitativer Hin- 
sicht wie mit Riicksicht auf die in Frage kommenden Probleme 
die héheren, noch kolloidalen Abbauprodukte des Eiweifies die be- 
deutendste Rolle. Es war daher unsere niichste Aufgabe, das 
Verhalten dieser bei der Mastixfillung zu studieren. Dies war 
um so mehr geboten, weil bei der Frage des Reststickstotfes, die 
das Ziel aller dieser Untersuchungen ist, gerade diese Kérper be- 
stimmt werden sollen. Die erste Frage, die zu beantworten war: 
Werden Albumosen usw. bei der Mastixfillung mitgefiallt oder 
bleiben sie im Filtrat? Oder: werden sie teilweise gefallt, und 
dann, welcher Teil wird gefallt, welcher wird von der Mastix- 
fallung nicht beriihrt und bleibt in Liésung ? 


*) Fortsetzung unserer friiheren Mitteilung: Michaelis und Rona, 
Uber eine Methode zur Entfernung von Kolloiden aus ihren Lisungen. 


Diese Ztschr. 2, 219. 1906. 
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Diese Frage konnte nur durch Zusatz bekannter, vorher stu- 
dierter Albumosengemische zu Blutserum gelést werden. 

Wir benutzten als Testobjekt ein héheres Albumosengemisch, 
das ,,Peptonum siccum Riedel“; es ist durch peptische Verdauung 
aus Rinderfibrin hergestellt, enthalt 14,8°/9 N. Der mit ZnSO, bei 
leicht essigsaurer Lésung aussalzbare Anteil davon betriigt 49,3 °/o, 
der nicht aussalzbare, noch stark Biuretreaktion gebende Anteil 
betrigt 50,7"°/o. Daraus ist ersichtlich, daB unser Priparat etwas 
iiber die Hiilfte aus ,niederen“, zur kleineren Hilfte aus , héheren“ 
Albumosen bezw. Peptonen besteht. 

Die wiissrige Lésung des Pepton ,,Riedel' enthielt kein 
durch Hitze koagulables Eiweif, bei der Ferrocyankaliumprobe 
und der (iibrigens fiir Eiweif und héhere Albumosen sehr em- 
pfehlenswerten) Sulfosalicylsiureprobe entsteht eine Triibung, die 
sich bei Ferrocyankalium teilweise, bei Sulfosalicylsiure véllig bei 
miiBigem Erwiirmen lést und in der Kilte wieder ausscheidet. 
HNO, erzeugt einen Niederschlag, der sich beim Erwirmen unter 
Gelbfirbung ebenfalls leicht lést und beim Erkalten wieder aus- 
scheidet. Mit Alkohol entsteht eine reichliche Fiallung, die aber 
auch nach tagelangem Stehen unter Alkohol ihre Wasserléslich- 
keit nicht verliert. Die Lésung des ,,Peptons‘ reagiert neutral, 
enthalt weder Chloride noch Sulfate. 

Wenn man eine beliebige Lisung dieses Peptongemisches 
mit irgend einer Mastixemulsion versetzt, so entsteht bei jedem 
Mischungsverhiltnis eine Ausflockung, ohne da8 man einen Elek- 
trolyten zufiigt. In dieser Hinsicht unterscheidet sich Pepton vom 
EiweiB, wo ja ein Uberschu8 des Eiweif oder des Mastix die 
direkte Fallung ohne Elektrolyten verhindert. 

Fiigt man daher zu einem Serum-Albumosengemisch eine 
alkoholische Mastixlésung in der friiher von uns beschriebenen 
Weise hinzu, in der Erwartung, daf der Mastix zunichst als eine 
homogene, milchige Suspension erscheinen werde, so sieht man 
sich darin getiiuscht, weil der Mastix gleich grobflockig ausfallt. 

Wenn man jedoch die Peptonlésung durch Soda ganz schwach 
alkalisch macht, so entsteht die Flockung beim Mastixzusatz ohne 
Elektrolyt nicht, sondern erst beim nachtraglichen Ansiuern. 

Um die Eiweif8- und Pepton-Teilchen mit einer méglichst 
groBen Mastixoberfliche in Beriihrung zu bringen, ist es daher 
zunichst vorteilhaft, die Mastixemulsion nicht erst in der Eiweif- 
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lésung entstehen zu lassen, sondern im fertigen Zustande zu- 
zufiigen. 

Wohl in einem inneren Zusammenhang mit dem soeben er- 
wahnten Unterschied von Eiwei8 und Albumosen steht die Tat- 
sache, da der bei der EnteiweiBung erforderliche sebr groBe Uber- 
schu8 von Mastix bei der Ausfillung von Albumosen nicht nétig 
ist. Daher ist eine gegebene Menge Mastixemulsion imstande, 
eine viel gréBere Menge von Albumosen zu fallen als von Eiweif, 
was fiir die weitere Versuchsanordnnng sehr giinstig ist. 

Wir verfahren folgendermaBen: 

Wir versetzen 50 ccm Blutserum, in dem wir 2 g Pepton- 
Riedel aufgelést haben, mit 150 ccm absolutem Alkohol, lassen 
mehrere Stunden bis zu einem Tage stehen, verjagen dann den 
gréBeren Teil des Alkohols auf dem Wasserbade bei gelinder 
Wirme, und digerieren dann das Gemisch lingere Zeit sorgfiltig 
mit 200 cem lauwarmem Wasser (um die durch den Alkohol ge- 
fillten Albumosen wieder in Lésung zu bringen); dann fiigen wir 
unter starkem Riihren auf einmal eine Mastixemulsion hinzu, <ie 
aus 200 cem 10°/yigen absolut alkoholischem Mastix und 500 
Wasser bereitet worden ist. 

Die milchige, zuniichst anscheinend homogene Fliissigkeit 
zeigt in unserem Fall nach einigen Sekunden eine Flockung, die 
nunmehr durch Hinzufiigen von 10 cem 10°/)ige Lésung von 
MgSO, vollkommen gemacht wird. Bald setzt sich der Nieder- 
schlag ab, und die eiwei®freie Fliissigkeit kann leicht klar filtriert 
werden. 

Die immer zu erstrebende gleichmafige Umhiillung der Ei- 
weib-Peptonlésung durch die Mastixteilchen vor der Ausflockung 
kann man noch dadurch einfacher erreichen, dafi’ man das Gemisch 
unmittelbar vor dem Mastixzusatz durch Soda ganz schwach alka- 
lisch macht, wodurch zuniichst auch bei Gegenwart von Albumosen 
die Fillung unterdriickt wird, und dann erst, nach dem Mastix- 
zusatz, mit Essigsiiure schwach ansiuert und Elektrolyt zugibt. 

(Durch diese kleine Modifikation ist das Verfahren auch im 
Fall von hohem Peptongehalt anwendbar; auferdem ist erheblich 
weniger Mastix angewendet worden als bei unserem urspriing- 
lichen Verfahren, wodurch die weitere Verarbeitung des Nieder- 
schlags bequemer wird. Wir wenden daher die Methode in dieser 
Form auch bei Enteiweifung im allgemeinen an.) 
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Die starke Biuretreaktion des Filtrats zeigt sofort an, daB 
zum mindesten ein Teil der Albumosen nicht ausgefallt worden 
ist. Das Filtrat gab keine Kochprobe, keine Triibung mit Sulfo- 
salicylsiiure, keine Ringprobe mit HNO; hingegen eine schwache, 
beim Erwirmen teilweise heller werdende Triibung mit Essigsiure- 
Ferrocyankalium; beim Sattigen mit Ammonsulfat entstand eine 
Triibung, mit Phosphorwolframsiure ein dicker Niederschlag. 
Der Stickstoffgehalt des Gesamtfiltrats betrug in sechs ganz ana- 
logen Fallen, in denen wir zu 50 ccm Rinderserum je 2 g Pepton 
(= 0,296 g N) zugefiigt hatten, 

Fall I: 0,200, I: 0,215, III: 0,217, 
IV: 0,202, V: 0,214, VI: 0,216gN, 
im Mittel also 0,211 g N, d. h. 71,3°/o des gesamten Pepton-N. 

Die tibereinstimmenden Zahlen zeigen zunichst, daB unter 
gleichen Arbeitsbedingungen ein ganz bestimmter Anteil des 
,Peptons“ von der Mastixfillung nicht mitgerissen wird, wihrend 
ein bestimmter Anteil sich als Kolloid verhalt und aus dem Nieder- 
schlag wiedergewonnen werden muB. 

Zur Wiedergewinnung des noch fehlenden Albumosenanteiles 
aus dem Niederschlag haben wir nun zuniichst versucht, diesen, 
doch in Wasser léslichen Teil aus dem in Wasser unldslichen 
Mastix-EiweiBniederschlag durch Kochen mit Wasser zu extra- 
hieren. Dies gelang jedoch nicht. Trotz langem Kochen mit 
Wasser erhielten wir ein Filtrat, welches keine Spur von Biuret- 
reaktion gab (Fall I und ID). Die Anwesenheit der grofen Menge 
Mastix verhindert die Einwirkung des Wassers. Wir entfernten 
daher den Mastix, indem wir den auf der Nutsche gut abgepreBten 
Niederschlag auf einem Tonteller trockneten und dann im Soxhlet 
griindlich durch Chloroform vom Mastix befreiten, bis das Chlo- 
roform keinen Riickstand mehr hinterlieB. Das zuriickgebliebene 
EiweiB-Peptongemisch wird nun sehr energisch wiederholt bis zum 
Verschwinden der Biuretreaktion mit Wasser ausgekocht, vom 
KiweiB abfiltriert und die Filtrate vereinigt. Das Filtrat zeigt nun- 
mehr starke, rein rote Biuretreaktion, keine Kochprobe, dagegen 
die meisten der vorher genannten Albumosenreaktionen. Der 
Stickstoffgehalt des Filtrats betrug in vier analogen Fallen 


Fall III: 0,062, IV: 0,056, V: 0,066, VI: 0,063, 
also im Mittel 0,062 g N. 
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Der gesamte von den zugesetzten 0,296 g wiedergefundene 
Peptonstickstoff betrug also in 

Fall III: 0,279, IV: 0,258, V: 0,280, VI: 0,279 g, 

im Mittel also 0,274 g. 

Davon gehen ab der Reststickstoff unseres Blutserums gleich 
0,019 g N; wir haben also in Wirklichkeit von den 0,296 g zuge- 
setzten N 0,255 wiedergefunden. Eine noch sorgfiiltigere Aus- 
kochung des sehr griindlich entmastixten Niederschlags wird den 
Verlust zweifellos noch weiter herabdriicken. Erst im Laufe der 
Untersuchungen lernten wir die Notwendigkeit erkennen, auch die 
allerletzten Reste des Mastix aus dem Niederschlag zu entfernen; 
minimale Riickstinde des Mastix erschweren die Extraktion mit 
Wasser ungemein. Eine technische Schwierigkeit involviert 
iubrigens diese Anforderung gar nicht. 

Wir haben also mit der Mastixfallung unser Abumosengemisch 
in zwei Fraktionen geteilt, eine gefiillte und eine ungefillte. Nun 
fragt es sich, ob diese Teilung beliebige, wechselnde Anteile des 
urspriinglichen Peptongemisches betrifft, oder ob die beiden Teile 
wohl charakterisiert sind. Fiir das letztere sprechen schon die kon- 
stanten N-Zahlen fiir die einzelnen Fraktionen. Noch beweisen- 
der ist folgende Versuchsanordnung. 

Wurde zu dem eiweiffreien, peptonhaltigen Filtrat, welches 
die durch Mastix nicht gefallten Peptone enthielt, nach starker 
Einengung nochmals Blutserum zugefiigt, und wiederum mit 
Mastix entweiBt, so fand sich im Filtrat das gesamte zugesetzte 
Pepton wieder. 

Gefunden im eiweiBfreien, peptonhaltigen Filtrat 0,063 g N; wieder- 
gefunden im eiweiSfreien, peptonhaltigen Serum nach Zusatz obigen Filtrats 
abziiglich des entsprechenden Reststickstoffes 0,064 g N. 

Daraus ist ersichtlich, daB die einmal mit Mastix nicht aus- 
gefallene Peptonmenge durch Mastix iiberhaupt nicht fallbar ist. 

Um zu sehen, ob etwa bei wechselnder Konzentration der 
Peptonlésung durch Mastix wechselnde prozentualische Anteile 
gefallt werden, machten wir folgenden Versuch. 

10 cem vierprozentiger Peptonlésung wurden einmal (a) mit 
200 ccm Mastixemulsion, ein zweites mal (b) mit 500 cem einer 
gleichen Mastixemulsion gefiallt. Im Filtrat fand sich in beiden 
Fiillen die gleiche N-Menge. 

Im Filtrat von a fand sich 0,045 g N; 


Im Filtrat von b fand sich 0,045 g N. 
Biochemische Zeitschrift Band LII. S 





114 P. Rona und L. Michaelis: 


Wie sich aus diesen Zahlen ergibt, fanden wir, in guter Uber- 
einstimmung mit dem obigen, unter diesen ganz anderen Be- 
dingungen wiederum dreiviertel des Gesamt-N unseres Peptons als 
durch Mastix nicht fillbar wieder. 

Fernerhin wurden die gesammelten, durch Auslaugung des 
entmastixten Niederschlags gewonnenen Filtrate daraufhin unter 
sucht, ob sie wirklich nur , héhere“ Albumosen enthielten. 

Dieses Filtrat wurde mit Ammonsulfat gesittigt, von dem 
entstandenen Albumosenniederschlag abfiltriert, und mit dem 
Filtrat die Biuretreaktion angestellt, nachdem durch Erwirmen 
mit einer ausreichenden Menge von NaOH auf dem Wasserbad 
das Ammoniak vertrieben war, welches die Biuretreaktion erheb- 
lich stért. Die Biuretreaktion war negativ, wihrend eine in gleicher 
Weise behandelte wiibrige Lésung von Pepton-Riedel natiirlich 
noch starke Biuretreaktion gab. Es sind also durch den Mastix 
nur héhere, aussalzbare Albumosen gefillt worden. 

Im Anschlu8 daran driangt sich nunmehr die Frage auf, ob 
die Aussalzbarkeit der Albumosen parallel geht mit der Fiallbarkeit 
durch Mastix. Das ist nun nicht der Fall, denn das Filtrat der 
Mastixfallung gibt bei Siattigung mit Ammonsulfat nochmals eine 
Triibung. Es sind also zwar alle durch Mastix fallbaren Albu 
mosen aussalzbar, aber nicht alle aussalzbaren Albumosen durch 
Mastix fiallbar. 

Da unsere Versuche zeigten, dab ein konstanter Anteil der 
Albumosen mit Mastix fallt, so ist es nicht unberechtigt, den 
Grund dafiir in der kolloidalen Beschaffenheit dieses Anteils zu 
suchen, und offenbar sind dies die Albumosen héherer Zusammen- 
setzung, wie auch aus ihrer Aussalzbarkeit hervorgeht. Anderer- 
seits zeigt sich aber, daB die Aussalzbarkeit sich keinesfalls mit der 
auf diese Weise definierten kolloidalen Beschaffenheit deckt, und 
daB bei der Aussalzung noch andere Faktoren als Ionenwirkung, 
wie das auch urspriinglich Hofmeister angenommen hat, in 
Betracht kommen. 

Jedenfalls folgt praktisch aus diesen Resultaten, da wir 
ein neues Trennungsprinzip ,,héherer“ und ,,niederer“ Albumosen 
gewonnen haben, welches bei der Analyse des Reststickstoffs ver- 
wendbar ist. 

Das eiweiGfreie Filtrat kann auf Aminosaduren, Diamino- 
siuren, Polypeptide weiter verarbeitet werden. Bei der orientie- 
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renden Vorpriifung auf Koérper, die mit Phosphorwolframsiure 
fallen, bedarf es nur der Beobachtung folgender VorsichtsmaB- 
regel: 

Es entsteht aus dem Mastix im Verlauf der Manipulationen, 
meist nur in Spuren, manchmal in gréferer Menge, ein N-freier 
wasserléslicher Kérper dessen Natur wir nicht naher untersuchten, 
der mit Phosphorwolframsiaure einen Niederschlag gibt. Kontroll- 
versuche ergaben, dai die Entstehung dieses ,, Mastixkérpers“ nichts 
mit dem Eiweifizusatze zu tun hatte. Derselbe Kérper gibt auch 
mit Tannin eine Fallung, welche im Uberschu8 von Tannin wieder 
léslich ist. In einer mit einem Uberschu8 von Tannin versetzten 
Lésung fallt dieser ,Mastixkérper“ nachtriaglich durch Schwefel- 
2 sdure-Phosphorwolframsiaure nicht wieder aus. 

4 Albumosen verhalten sich gegen Tannin bekanntlich derart, 
daB die einen mit ihm irreversible, die anderen im Uberschul 
von Tannin lésliche Fallungen geben. Die Phosphorwolframsiure- 





faillung der Eiweifabbauprodukte wird dann dureh die Anwesen 
heit eines Tanniniiberschusses nicht gestért. Um also die Flissig- 
keit qualitativ auf durch Phosphorwolframraure fillbare Abbau- 
produkte priifen zu kénnen, verfahrt man so, da8 man sie mit 
sebr reichlich Tannin versetzt, von einem etwa bleibenden Nieder- 
schlag abfiltriert, und dann dem Filtrat in gewoéhnlicher Weise 
Hz:SO, und Phosphorwolframsaure zusetzt. Ein Niederschlag 
zeigt dann eindeutig durch Phosphorwolframsiure fallbare Abbau- 








produkte an. 








Zwei neue Bildungsweisen des Isoserins'). 


Von 
C. Neuberg und P. Mayer. 


Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitit Berlin.) 


(Eingegangen am 3. Dezember 1906.) 


Vor einigen Jahren haben C. Neuberg und H. Wolff?®) ein 
Verfahren zur Darstellung von Oxyaminosiuren angegeben, das 
in der Anwendung der Cyanhydrinreaktion auf Aminoaldehyde 
beruht; so konnten aus dem natiirlich vorkommenden Aminoal- 
dehyd Glukosamin die beiden stereoisomeren (a- u. §-) 2-Amino- 
d-glukoheptonsauren : 


H H OH 
CH,OH —C—C—C—CH-NH:—CHO 
OH OH H 
H H OH OH 
, CH, -OH —C—C—C—CH(NH;)—C—COOH 
eet? OH OH H H 
+ CHN H H OH H 
~ CH,OH —C—C—C—CH-NH»—C—COOH 
OH OH H OH 


erhalten werden. Dasselbe Verfahren lat sich auch auf den ein- 
fachsten Vertreter der Aminoaldehyde, den Aminoacetaldehyd, 
anwenden und liefert, wie vorauszusehen, Isoserin: 


CH; -NH;—CHO + HCN —~——+ CH,-NH;—CH-OH—COOH 


*) Zum Teil in der Dissertation von M. Silbermann, Berlin 1905 
(bei G. Schade) veréffentlicht. 


Ber. d. dtsch. chem. Ges. 86, 4018. 1902 u. 86, 618. 1903. 
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Dabei kénnen, wie Neuberg und Wolff schon (a. a. O.) an- 
gegeben haben, an Stelle der meist schwer zugiinglichen Aminoal- 
dehyde ihre Salze beniitzt werden, indem man z. B. das Chlor- 
hydrat oder Sulfat mit Cyanammonium oder Cyankalium zu- 
sammenbringt. 

Zum Isoserin fiihrte auch ein Versuch, der angestellt wurde, 
um eine neue Methode zur Darstellung des Serins zu finden. Als 
Ausgangsmaterial diente die a-8-Dibrompropionsiiure. Nach Ver- 
suchen von H. Beckurts und R. Otto’) wird niimlich diese Séure 
durch Silberoxyd in @-Brom-f8-oxypropionsiure verwandelt. Die 
Autoren heben ausdriicklich die leichte Beweglichkeit des Halo- 
genatoms in dieser Séure hervor, sodaf es a priori nicht ausge- 
schlossen war, da8 durch Umsetzung mit NH; die @-Amino-f-oxy- 
propionsdure (Serin) entstehen konnte. Allein der Versuch ergab, 
da8 a-Oxy-8-aminopropionsaure (Isoserin) das Produkt der 
Einwirkung von Ammoniak darstellt. Offenbar wird hier durch 
Bromwasserstoffentziehung intermediir Epihydrinséure gebildet 
resp. die Imidosiiure, die dann durch Ammoniak- bezw. Wasser- 
addition Isoserin ergibt. 


CH,OH CH, CHy CH, NH, 
| »O NH | 

CHBr » > CH oder CH > —> CHOH 

| j | | 

COOH COOH COOH COOH. 


Demnach entsteht Isoserin bei einer ganzen Reihe von Um- 
setzungen in der Drei-Kohlenstoffreihe [vergl. C. Neuberg und 
M. Silbermann®) sowie C. Neuberg und E. Ascher’)). 


I. Aus 10 g Amidoacetal wurde nach der Vorschrift von 
E. Fischer‘) eine frische Lésung von salzsaurem Aminoacetaldehyd 
dargestellt; dieselbe wurde, — ohne da die von der Darstellung 
anhaftende Salzsiure véllig in vacuo entfernt gewesen wire — mit 
verdiinntem Ammoniak bis zur deutlich alkalischen Reaktion und 
gleichzeitig mit der doppelten Quantitét der theoretisch erforder- 
lichen Menge 50°/ iger Blausiure versetzt. Nach 8 taigigem Stehen 
war das Reduktionsvermégen gegen Fehlingsche Lésung ver 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 18, 236. 1884. 
*) Ber. d. dtsch. chem. Ges. 37, 341. 1904. 

5) Biochem. Ztschr. 1, 380. 1906. 

*) Ber. d. dtsch. chem. Ges. 26, 93. 1893. 
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schwunden. Nunmehr wurde die Fliissigkeit bis zum Aufhéren 
des Ammoniak- und Blausiuregeruches gekocht, auf ca. 50 ccm 
eingeengt und nach Zusatz von 50 ccm rauchender Salzséure noch 
'/s Stunde erwiirmt. Dann wurde die Lésung im Vakuum zum 
dicken Sirup konzentriert, dieser wieder in Wasser gelést, mit Blei- 
karbonat bis zur Bindung fast allen Halogens und bis zur Austrei 
bung des Ammoniaks erwiirmt. Hierbei wird die vorher dunkle 
Fliissigkeit derart entfarbt, dali das Filtrat der Bleisalze wasserklar 
ist; nach Entfernung von geléstem Blei durch Schwefelwasserstoff 
und Filtration vom Bleisulfid wird eingeengt, dabei vom gelésten 
H2S befreit und mit Kupferkarbonat, dem ein wenig Kupferoxydul 
beigefiigt war, gekocht. Die blaugefiirbte Fliissigkeit wurde von 
den unldéslichen Kupfersalzen abfiltriert und auf ein kleines Volu- 
men eingeengt. Da der zuriickbleibende Sirup auch bei langerem 
Stehen nicht kristallisierte, wurde er mit Wasser verdiinnt und 
vorsichtig in absoluten Alkohol eingetropft. Das flockig abge- 
schiedene Kupfersalz wurde abgesaugt; nunmehr kristallisierte es 
aus Wasser und hatte die Eigenschaften und Zusammensetzung 
der Isoserinverbindung. 
0,1802 g Substanz ergaben 0,0651 g 
CuO (= 0,0520 g Cu) 
0,1755 g Substanz verbrauchten (nach Kjeldahl) 
8,2 com “~-H2,SOs (= 0,0115 g N). 


1 


Berechnet fiir CsH;0;NCu + 3 H:O Gefunden 
Cu = 28,63°/, Cu = 28,84°/, 
N = 6,36, N = 6,538°s. 


Il. Das Ausgangsmaterial fiir die beabsichtigte Darstellung von 
Serin bildete reine, kristallisierte a-8-Dibrompropionsiure, welche 
in wasseriger Lésung mit Silberkarbonat, wie bereits in der Literatur 
beschrieben, ') folgendermaBen reagiert: 


CH,Br CH.OH 
| | 

_CHBr + AgOH= CHBr -+ AgBr 
COOH COOH 


Das entstehende Produkt, die a-Bromglycerinsiure, wurde nicht 
in Substanz isoliert, sondern direkt mit Ammoniak behandelt. 


) H. Berckurts u. R. Otto, a.a. O. 
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Im einzelnen gestaltete sich der Versuch folgendermaBen: 

11 g Dibrompropionsiure wurden in Wasser gelést und mit 
der berechneten Menge (6,7 g) Silberkarbonat eine halbe Stunde 
auf dem Wasserbade erwirmt. Hierauf wurde von dem ausge- 
schiedenen Bromsilber abfiltriert und nach Zugabe von festem 
Ammoniumkarbonat bis fast zur Trockene gedampft. Der Riick- 
stand wurde mit 70 cem konz. Ammoniak und 30 g Ammonium. 
karbonat im eisernen Autoklaven auf 100° erhitzt, wobei der Druck 
auf etwa 10 Atmosphiren stieg. Es handelte sich nun darum, 
die entstandene Aminosiiure yom Ammoniumbromid zu trennen, 
Zu diesem Zweck wurde der Autoklaveninhalt zunichst fiir sich, 
dann mit einer Lisung von 22 g Baryumhydroxyd unter Ersatz 
des verdampften Wassers mehrere Male im Vakuum eingedampft, 
bis der Geruch nach Ammoniak véllig verschwunden war. Darauf 
wurde das Baryum durch Ausfillen mit Schwefelsiiure entfernt, 
das Filtrat mit Bleioxyd gekocht, vom Bleisulfat + Bleibromid 
usw. abfiltriert und das in Lésung gegangene Blei durch Einleitung 
von Schwefelwasserstoff entfernt. Die schlieBlich erhaltene, durch 
Kindampfen konzentrierte Lésung schied auf Zusatz von Alkohol 
weilie Kristalle ab, die nach einigem Stehen abgesaugt und aus 
heiBem Wasser umkristallisiert wurden. Die Ausbeute betrug 1,2 v. 

Zur Entscheidung der Frage, ob die erhaltene Verbindung 
Serin oder Isoserin sei, wurde ein Teil der Substanz in die Pheny! 
cyanatverbindung iibergefiihrt. 0,5 g wurden in Wasser gelést 
und mit 5 cem Normalnatronlauge und 0,75 g Phenyleyanat ge- 
schiittelt, bis der Geruch nach letzterem verschwunden war. Die 
vom ausgeschiedenen Diphenylharnstoff abfiltrierte Fliissigkeit 
schied beim Ansiuern mit 5 ccm Normalsalzsiiure eine weibe 
Fallung ab, die abgesaugt wurde. Nach wiederholtem Umkri- 
stallisieren aus 50°/o igem Alkohol zeigte sie den Schmelzpunkt von 
Isoserinnaphtyleyanat, 181°, wihrend die entsprechende Serinver- 
bindung nach E. Fischer u. Leuchs’) bei 168 bis 169° schmilzt. 

0,1472 g Substanz ergaben 16,0 ccm N. (169 763 mm). 

Fiir C19 Hy2 O4 Ne Ber. : 12,50 N. Get.: 12,69 N. 

Ganz charakteristisch ist bekanntlich fiir das Isoserin sein 
Kupfersalz, dessen Zusammensetzung von der des Serinkupfers er 
heblich abweicht. Die Verwandlung in das Kupfersalz geschah 


1) Ber. d. dtsch. chem. Ges. 86, 3787. 1902. 
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durch Kochen der wiisserigen Lisung mit Kupferkarbonat, Filtra 
tion vom ungelésten und Konzentration auf ein kleines Volumen 
usw. Auch die Analyse des Kupfersalzes zeigte, daB die Isoserin- 
verbindung vorlag. 

0,1505 g der Substanz ergaben 0,0369 g HeO und 0,0540 g 
CuO (= 0,0432 Cu.) 

Fiir CsH;03NCu +- 3 Hy. 


Berechnet: Gefunden: 
28,63 °/, Cu 28,83 °/, 
24,54°/5 H,O 24,52 /o. 


Die Ausbeute betrug bei dieser Darstellung 1,2 g Isoserin, im 
Falle I. 1,5 g kristallisiertes Kupfersalz; ob nebenher noch andere 
Produkte entstehen, ist nicht untersucht. 

Zur praktischen Gewinnung von Isoserin eignen sich diese 
beiden Bildungsweisen also nicht. Von Wert wiire es, wenn es ge 
lingt, auf die Aminoaldehyde wie die Cyanhydrinreaktion auch 
die Streckersche Reaktion anzuwenden, welche zu Diamino 
sdiuren fiihren miibte. 
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Uber die Stickstoffernihrung der Hefe. 
(Ein Beitrag zur Physiologie der Hefe.) 


Von 
Hans Pringsheim. 


(Aus dem Landwirtschaftlich-Bakteriologischen Institut der Universitit 
Gottingen.) 


(Eingegangen am 3. Januar 1907.) 


Die Untersuchungen tiber die Stickstoffernihrung der Hefe 
miissen zwei Fragen beantworten; erstens welche stickstoffhaltigen 
K6rper kénnen iiberhaupt zur Erniihrung der Hefe dienen, und 
zweitens welchen Einflu8 hat die Stickstoffernahrung der Hefe auf 
deren Lebenstiitigkeit? Die Lebenstiatigkeit der Hefe nun aiuBert sich 
in verschiedener Weise, in ihrem Vermehrungsgrad, ihrer Garwir- 
kung und dem Stickstoffumsatz wihrend der Garung. Weiterhin 
wird durch die Stickstoffernihrung auch die Bildung von Neben- 
produkten der Girung beeinfluBt. Es soll deshalb in dieser Arbeit 
der Versuch gemacht werden die gestellte Frage in drei Teilen zu 
beantworten. Teil I wird von fiir die Stickstoffernihrung geeig- 
neten, im besonderen fiir die zur Aufzucht einer girfaihigen Hefe 
verwendbaren, Substanzen handeln. Teil II wird die Einfliisse der 
Stickstoffernihrung, auf die Giirwirkung, den Vermehrungsgrad 
und den Stickstoffumsatz und Teil III die Einfliisse auf die Bil- 
dung von Nebenprodukten betreffen. 
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Teil I. 


Die Stickstoffquellen der Hefe und der Einflub ihrer 
chemischen Konstitution auf die Girfihigkeit. 


Die Stickstoffnahrung, welche der Hefe an den Standorten der 
Natur z. B. auf den Traubenbeeren geboten wird, ebenso wie die, 
welche sie seit Jahrhunderten in den Betrieben der Alkoholindustrie 
gefunden hat, ist ein schwer entwirrbares Gemisch kompliziert zu- 
sammengesetzter organischer Kérper. Aus unserer Kenntnis tiber 
(lie Ernahrung der Pflanzen, speziell deren Anspriiche an die 
Stickstoffversorgung, lief sich erwarten, dafi auch die Hefe zu 
einer Entfaltung ihrer Lebenstiitigkeit kommen kann, wenn ihr 
nur der in einem einheitlichen Kérper enthaltene Stickstoff ge- 
boten wird. Der erste Versuch die Hefe auf diese Weise zu ernihren 
wurde mit Erfolg von Pasteur gemacht, der in seiner Auf- 
sehen erregenden Untersuchung feststellte, da®B die Hefe in der 
mineralischen Zuckernahrsalzlésung zu Entwicklung und Zucker- 
vergiirung kommt, wenn ihr Ammoniumsalze als Stickstoffquelle 
zur Verfiigung stehen. Seit dieser Zeit wurde nur noch das Aspa- 
ragin als einheitliche Substanz, die sich zur Hefeernihrung eignet, 
erkannt und in zahlreichen Untersuchungen tiber diesen Stoff- 
wechsel verwandt. Da8 gerade das Asparagin zu diesem Zwecke 
herangezogen wurde, war aber ein mehr zufalliges Ergebnis, be- 
griindet durch die leichte Isolierbarkeit dieser Substanz aus kei- 
menden Samen. 

Wollte man auf diesem Gebiet weiter forschen und weitere 
stickstoffhaltige Substanzen auf ihre Eignung als Stickstoffquellen 
fiir die Hefe priifen, so konnte man naturgema8 nicht den Zufall 
walten lassen, sondern man mubBte sich an die Resultate der or- 
ganischen Chemie anlehnen und als Wegweiser die chemische Kon- 
stitution der zu untersuchenden Kérper nehmen. Emil Fischer’) 
hat dasselbe ja mit so groBem Erfolg fiir die Zuckerarten getan, 
die die Hefe vergiiren kann. Da die Hefe nun aber zwei Lebens- 
funktionen fuBert, ihr vegetatives Leben und die ihr durch die 


) Vergleiche hieriiber: E. Abderhalden, Lehrbuch der physiolo- 
gischen Chemie (1906) 503, wo sich auch die Literaturangaben finden. 
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Wirkung ihrer Enzyme méglich gemachte Zuckergirung, so muB 
man die Frage nach der Eignung einer Nahrungsquelle auch ge- 
trennt behandeln und ermitteln, ob eine Zuckerart zum Zellaufbau 
oder zur Vergiirung dienstbar gemacht werden kann. Wihrend 
nun die Verwendbarkeit verschiedener Zuckerarten als Girquellen 
schon systematisch erforscht ist, beschriinkt sich unsere Kenntnis 
auf die zum Zellaufbau niitzlichen Kohlenhydrate noch sehr! ') 
Diese getrennte Beantwortung der gestellten Frage liBt sich nun 
aber auch auf die Stickstoffnahrung iibertragen. Die Frage lautet 
hier also, welche Stickstoffquellen kénnen nur zum Aufbau der 
vegetativen und welche zur Heranzucht einer Hefe dienen, die ihr 
gebotenen Zucker auch als Energiematerial durch die Garung aus- 
nutzen kann? Bei der Beurteilung der fiir diese beiden Zwecke 
dienstbaren Stickstoffquellen mufte nun unsere Kenntnis der 
EiweiBchemie in das Bereich der Betrachtung gezogen werden. 
Denn die LebensiiuBerungen der Hefe sind die Folge ihrer Proto- 
plasmafunktionen, der Einflu8 der gebotenen Stickstoffquelle mu 
sich daher als die Folge der Fahigkeiten ihrer protoplasmatischen 
EKiwei8substanzen aiuBern. Wiahrend sich bis jetzt aber kein Ein- 
flu8 der Konstitution der Stickstoffquelle auf die Funktionen des 
fertig gebildeten Eiwei8 hat verfolgen lassen”), weil die Zelle in 
den bekannten Fiillen durchgreifende Anderungen mit der ge- 
botenen Stickstoffquelle vornimmt, ehe sie den Stickstoff ihrem 
Protoplasma einverleibt, und weil auch wohl unsere Kenntnis in 
der EiweiBchemie zu gering war, so lieB sich in dem uns vorlie- 
genden Falle bei der Hefe doch ein iiberraschender Zusammenhang 
zwischen der Konstitution der Stickstoffnahrung und den Lebens- 
funktionen der auf ihr herangezogenen Hefezelle finden. 

Um diesen Zusammenhang verstiindlich zu machen, miissen 
ein paar erklirende Worte iiber die Ergebnisse der neuesten For- 
schung auf dem Gebiete der EiweiBchemie vorangeschickt werden. 
Schon die friihere EiweiBchemie kannte zahlreiche Spaltungs- 
produkte des Eiweif, schon ihr war bekannt, da8 die Aminosauren 
unter ihnen eine groBe Rolle spielen. Aber erst durch die Unter- 


') Vergleiche hierzu die zusammenfassenden Resultate bei Lafar, 
Handbuch der technischen Mykologie 4, 94. 
*) Vergleiche hierzu z. B. L. Jost, Vorlesungen iiber Pflanzen- 
physiologie 1904, 173. 
9? 
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suchungen Emil Fischers’) wurde erkannt, da8 der in allen 
a-Aminosiuren vorhandenen Gruppe -NH-CH-CO- eine beson- 
dere Bedeutung zukommt, da nach seinen Anschauungen die 
Aminosauren im EiweiB mit Hilfe solcher Gruppen in amidartiger 
Verkettung sich vorfinden. Der Erkenntnis dieses Zusammen- 
hanges verdanken wir dann auch die ersten Versuche zur EiweiB- 
synthese, die Fischer dadurch unternahm, da8 er durch Ver- 
kuppelung von K6rpern, die der Aminosaureklasse angehéren, und 
die alle die Gruppe -NH-CH-CO- enthalten, zu der von ihm Peptide 
genannten Kérperklasse gelangte, die also die amidartigen An- 
hydride der Aminoséuren sind und in naher Beziehung zu den 
Peptonen und Albumosen stehen. So wurde ein neuer Zusammen- 
hang zwischen EiweiBabbau und -aufbau geschaffen und der Ge- 
danke nahegelegt, daB auch in der Zelle der Weg von der einfach 
konstituierten Stickstoffquelle zum Eiweii tiber die Aminosiuren 
und deren Verkuppelungskomplexen, den Peptiden fiihrt. 

Zieht man diese Betrachtung zum Vergleich heran und sum- 
miert man die Resultate, welche ich iiber die Verwendbarkeit ver- 
schieden konstituierter Stickstoffquellen auf die Lebenstitigkeit 
der Hefe gewonnen habe, dann kommt man zu folgender kurzen 
Zusammenfassung: Die Hefe ist imstande, ihre Leibessub- 
stanz mit Hilfe recht verschieden konstituierter stick- 
stoffhaltiger Substanzen aufzubauen. Zu einer Ver- 
girung des ihr gebotenen Zuckers kommt die Hefe 
jedoch nur dann, wenn ihr eine Stickstoffquelle geboten 
wird, die die Gruppe -NH-CH-CO- enthalt. 

Auffallend ist, daB nicht nur die in gerader Kette enthaltene 
-NH-CH-CO-Gruppe, sondern auch die im Ring vorkommende 
zum Aufbau giirfaihiger Hefe geeignet ist. Dies zeigte sich da- 
durch, da auch Harnstoffderivate die Heranzucht solcher Hefe 
gestatteten. Jedenfalls durfte man unter diesen Umstinden nicht 
von den a-Aminosiuren oder deren Derivaten als einzigen fiir die 
Bildung giirkriftigen Plasmas geeigneten Stickstoffquellen sprechen, 
sondern man ‘muBte sich an die genannte Gruppe halten, die allen 
a-Aminosiaurederivaten und einigen ringformigen Kérpernzukommt. 
Gerade fiir die letzteren bedarf die Eignung der genannten im 


1) Zusammenfassende Resultate. Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 
89, 530. 1906. 
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Ringenthaltenen Gruppe noch einer etwas ausgedehnteren Priifung. 

Weiter aber aus dem Befund auf einen Zusammenhang zwi- 
schen Harnstoffderivaten und dem Hefeeiweil} zu schlieBen, wie 
das in mancher Beziehung verlockend wire, empftiehlt sich vor- 
laufig gar nicht. 

Schon Czapek') hat in einer ausfiihrlichen Untersuchung 
iiber die Stickstoffgewinnung und EiweiSbildung bei Pflanzen eine 
groBe Zahl von Stickstoffverbindungen in bezug auf ihren Niihr- 
wert fiir Aspergillus niger gepriift und besonders auf die Bedeutung 
der Aminosiiuren aufmerksam gemacht. Er kam jedoch nur zu 
einem Vergleich verschieden konstituierter Stickstoffquellen durch 
das Gewicht der Pilzernte, waihrend in meinem Befund ein viel 
scharfer charakterisierter Unterschied zwischen Stickstoffqueilen, 
die eine giirende, und solchen, die eine nicht giirende Hefe geben, 
hervortritt. 

Man muB sich aber auch in der Verwertung meines Resultates 
in spekulativem Denken tiber den EiweiBaufbau Beschriinkung 
auferlegen. Ein Zusammenhang zwischen der Konstitution der 
Stickstoffquelle, speziell zwischen der Wirkung der genannten 
Gruppe auf die des EKiweif, und der Lebensfunktion des Proto- 
plasma wird ohne Frage hergestellt. Zwei Einschriinkungen miissen 
gemacht werden. Erstens kommt die Hefe auch zu Vermehrung, 
d. h. sie baut auch Eiweifi auf, wenn ihr diese Gruppe nicht zur 
Verfiigung gestellt wird ; es ist also nicht eine allgemeine Bedingung 
fiir den EiweiBaufbau der Hefe, da die Stickstoffquelle die 
-NH-CH-CO- Gruppe enthalt, sondern nur eine Bedingung fiir 
die Fihigkeit des Plasma, giirende Enzyme abzusondern oder die 
Aktivierung der gebildeten Girenzyme zu gestatten. Zweitens ge- 
stattet die Tatsache, daf nur eine durch die mit der -NH-CH-CO- 
Gruppe begabte Stickstoffquelle ernihrte Hefe giiren kann, noch 
nicht den Riickschlu®, daf diese Gruppe dem Plasma der Hefe 
auch ungespalten durch Verkupplung einverleibt wurde. Gerade 
dieses aber wiire die Vorbedingung fiir den logischen Zusammen- 
hang zwischen den synthetischen Versuchen von eiweiBartigen Sub- 
stanzen Fischers und denen der Hefezelle. Eine Entscheidung 
dieser Frage kann bis jetzt noch nicht gegeben werden. Wenn 


) F. Czapek. Hofmeisters Beitriige zur chemischen Physiv 
logie und Pathologie 1, 538, 2, 557, 8, 47. 1902/03. 
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E. Abderhalden und P. Rona’) auch angeben, da die EiweiBbil- 
dung von Aspergillus niger in gewissen Grenzen ganz unabhingig von 
der Art derStickstoffquelle ist, da dieser Pilz sein EiweiS in derselben 
Weise aufbaut, wenn ihm Kaliumnitrat, Glykokoll oder Glutamin- 
siure als Stickstoffquelle gegeben wird, und wenn sie daraus schlub- 
folgern, daB der Pilz die ihm gebotenen Aminosauren abbaut und 
dann vom Ammoniak ausgehend der EiweiBaufbau beginnt, so 
moéchte ich doch fiir die Hefe an eine Einverleibung der unge- 
spaltenen Aminosaurerestgruppe in ihr EiweiZ denken. Denn die 
Kignung von Stickstoffquellen, welche ein girkriftiges Plasma 
geben, steigt, wie aus spiiter gesagtem hervorgeht, so auffallend vom 
Ammoniumion zum Aminosaurerest und besonders zum Pepton, 
da8 ich an eine Einfiigung der Aminosiurerestgruppe bei Amino- 
siure als Stickstoffquelle und mehrerer ungespaltener solcher ge- 
kuppelter Gruppen, welche sich im Pepton finden miissen, bei 
Pepton als Stickstoffquelle glauben muB. 

Bei der Einfiigung solcher Gruppen in den EiweiSkomplex 
der Hefe kann es sich nur um einen Teil der in der Aminosaure 
gebotenen handeln. Der gréBere Teil wird fiir den Aufbau anderer 
Atomkomplexe, die zum Eiweif gehéren, gespalten. Da hierbei 
die -NH-CH-CO-Gruppe zersplittert wird, folgt aus der Ehr- 
lichechen| Beobachtung*), da’ die Hefe aus dem Leucin, der 
a-Aminoisobuty lessigsaure CH >CH - CHy CH (NHg) COOH, einer 


Aminosiure, welche die genannte Gruppe enthalt und welche 
der Hefe zum Aufbau eines giirkriiftigen Plasma dienen kann, bei 
der Girung Amylalkohol abspaltet. Diese Uberfiihrung von Leucin 
in Amylalkohol vollzieht die Hefe, wie wir spiiter zeigen werden, 
auch dann, wenn sie ausschlieBlich mit Leucin als Stickstoffquelle 
ernihrt wird. 

Findet man nun weiterhin im dritten Teil der Arbeit die An- 
gabe, daB die ganze Leucinmenge, die der Hefe als Stickstoffquelle 
geboten wurde, als Amylalkohol wieder erscheinen kann, so darf 
man daraus noch nicht den SchluB ziehen, daB auch die dem Leu- 
cin angehérige Aminosiiurerestgruppe in ihrer Gesamtheit gespalten 
wurde, ehe sie dem Eiwei8 der Hefe einverleibt wurde. Denn 

‘) Nach Abderhalden, Lehrbuch der Physiologischen Chemie 236. 


*) F. Ehrlich, Zeitschr. des Vereins deutscher Zuckerindustrie 55, 
A451. (1905). 
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verfolgt man den Vorgang weiter und ernihrt eine Hefe aus- 
schlieBlich und mit nur sehr geringer Leucinkonzentration, so findet 
sich in einem meiner Fiille (Teil II, Tabelle LID) sogar 192,7°/, 
des gebotenen Leucin in Form von Amylalkohol in der vergorenen 
Fliissigkeit wieder. Dies kann nur dadurch eine Erklirung finden, 
daB in solchen Fallen sehr geringer Stickstoffgabe eine mehrtache 
Ausnutzung derselben Stickstoffmenge durch die Hefe stattfindet, 
indem der aus der Zelle in Form yon Aminosiuren austretende 
Stickstoff von neuem zum Aufbau des Hefeeiweif unter teilweiser 
Einverleibung der Aminosiurerestgruppe, aber bedeutenderer Spal- 
tung dieser unter Bildung héherer Alkohole verwendet wird, wo- 
durch gewissermaBen ein Kreislauf des Stickstoffs aus der Lésung 
in die Zelle, aus der Zelle in die Lésung und so fort zustande 
kommt. Auf diese Weise reicht eine geringe Stickstoffgabe zur 
Bildung von gréBeren Mengen héherer Alkohole aus, als der Menge 
der Aminosiiure, welcher die Stickstoffmenge angehérte, ent- 
sprochen hat. 


Diese Ausfiihrungen wurden hier gemacht, um zu zeigen, daB 
man aus der Bildung von Amylalkohol aus Leucin durch die Hefe 
noch nicht schluBfolgern darf, da&f die - NH-CH-Co-Gruppe nicht 
ungespalten in das Hefeeiweif, oder speziell dessen Giirenzyme ab- 
sondernden Teil, iibergeht. 

Wie aber auch das theoretische Ergebnis der an der Hefe ge- 
wonnenen Resultate in Zukunft Verwendung finden mége, eins 
steht jedoch schon jetzt fest, da man auf Grund der gewonnenep 
Resultate eine biologische Analyse zur Priifung von stickstoff- 
haltigen Kérpern auf die -NH-CH-CO-Gruppe aufbauen kann. 
Hier kommt allerdings nicht die Erforschung der Konstitution 
irgend welcher organischer Verbindung, die vielleicht hefegiftige 
Komplexe enthilt, in Betracht, sondern gerade die yon Eiweif 
abbauprodukten und synthetischen Bausteinen des Eiweif, die 
wohl nie Hefegifte sein werden. Aber gerade die Bestimmung der 
Konstitution dieser Kérper kann wegen ihrer auBerordentlichen 
Kompliziertheit durch die gewo6hnlichen Methoden der organischen 
Chemie heut noch nicht erreichbar sein. Verfaihrt man mit solchen 
K6érpern nun so, daB man sie der Hefe, welche in minimaler Menge 
eingesit wird, in steriler Zuckerlésung als Stickstoffquelle bietet, 
so laBt sich durch das Auftreten oder Ausbleiben der Zucker- 


GG 
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vergirung entscheiden, ob die Stickstoffquelle -NH-CH-CO- 
Gruppe enthielt. Besonders wichtig ist, daf zu dieser Prifung 
sehr minimale Substanzmengen geniigen, da die Vergiirung eines 
bequem zu beobachtenden Volumens einer Zuckerlésung nur ge- 
ringe Spuren der Stickstoffquelle erfordert. 

Auch die Beobachtung an sich, dal’ Hefe in Gegenwart von 
Zucker zum Wachstum kommt, ohne diesen zu vergiiren, wenn 
ihr eine der nachher angefiihrten Stickstoffquellen geboten wird, 
die die -NH-CH CO-Gruppe nicht enthalt, hat Interesse, da sie 


his jetzt noch nicht gemacht worden ist. 


Experimenteller Teil’). 


Stickstoffquellen, welche eine gairungsfihige Hefe 
geben. 

Wihrend die Hefe unter normalen Umstinden in Gegenwart 
von Zucker zur Entwickelung kommt und dabei ihre mit Energie- 
gewinn verbundene Girtitigkeit entfaltet, gelang es Laurent ®*), 
sie auch mit anderen Kohlenstoffquellen wie Acetaten, Lactaten, 
Apfelsiiure, Rechtsweinsiiure, Malonsiiure, Bernsteinsaure, Zi- 
tronensiure und deren Salzen, der Milchsiure, Linksweinsiure, 
Schleimsiure, Fumarsiiure, dem Asparagin, der Glutaminsiiure, 
dem Calciumsalz der Glycerinsiure und Glycerinphosphorsiure, 
u. a. m. zum Wachstum zu bringen. Durch die Abwesenheit von 
Zucker wird bei diesen Kohlenstoffquellen bedingt, daB keine 
Girung einsetzen kann. Dagegen gestatten diese Resultate nicht 
den RiickschluB, daB die so vorkultivierte Hefe, wenn mit Zucker 
zusammengebracht, keine Spaltung in Alkohol und Kohlensiiure 
gegeben hiitte, d. h. also keine Zymase enthielt. 

Zwei in bezug auf diesen Punkt von mir unternommene Ver- 
suche deuten darauf hin, daf8 auch in Abwesenheit von Zucker ge- 
wachsene Hefe bei geeigneter Stickstoffnahrung giirkriiftig ist. 
Wurde niimlieh nach drei Monate langem Wachstum auf einem 
Liter Apfel- resp. Bernsteinsiure mit Leucin als Stickstoffquelle 


*) Eine kurze Zusammenfassung der experimentellen Resultate von 
Teil I wurde in den Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 39, 4048. 1906. 
gegeben. 

*) Laurent, Ann. Soc. belge de Microscopie 14, 29. 1890. 
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die iiberstehende Fliissigkeit durch Abhebern von Hefesatz ge- 
trennt und die geringe, mit der Hefe zuriickbleibende Fliissigkeits- 
menge von etwa 20 ccm mit Zucker versetzt, so fand nach 24 Stunden 
unter deutlich wahrnehmbarer Gasentwickelung wiigbarer Kohlen- 
siureverlust von 0,22 g Kohlensiure bei der Apfelsiiure- und 
0,20 g Kohlensiiure bei der Bernsteinsiiure-Ernihrung statt. Wie 
durch mikroskopische Priifung festgestellt wurde, hatte zu der Zeit 
noch keine Sprossung der so alten Hefe stattgefunden. Dab die 
Intensitiét der Zuckerspaltung gering war, kann bei den ungiin- 
stigen Erniihrungsbedingungen nicht wundernehmen. 

Immerhin geht aus den Versuchen mit geniigender Klarheit 
das theoretisch wichtige Resultat hervor, daf auch eine in Ab- 
wesenheit von Zucker mit einer anderen Kohlenstoffquelle  er- 
nahrte Hefe ein giirkriiftiges Plasma enthalten kann. 

Die in der Girungstechnik verwendeten Maischen und Wiir- 
zen enthalten das Eiweif§ in einem durch den ProzeS des Miilzens 
und Vermaischens vorbereiteten Zustande. DaB sich schon beim 
Keimen der Samen Aminosiiuren bilden, hat E. Schulze’) nach 
gewiesen. AuBerdem werden durch ein im Malz vorhandenes, Ei- 
weiB abbauendes, Enzym sowohl die ungelésten Eiwei®kérper der’ 
Gerste oder eines anderen Malzes, wie auch die EiweiBprodukte 
des zu vermaischenden Materials, wie Kartoffeln, Mais usw., in 
wasserlésliche Spaltungsprodukte und weiterhin in Aminosiiuren 
abgebaut'). Wenn wir nun in Betracht ziehen, daB die Hefe bei 
der Girung nach Lintner®) und Wahl und Hantke®’) immer 
mehr Aminostickstoff als Proteinstickstoff aufnimmt, so kiénnen 
wir den SchluB ziehen, daB sie reichlich Gelegenheit hatte, sich 
bei der Erniihrung in solchen Fallen mit der fiir den Aufbau eines 
garungskriftigen Plasmas wichtigen Gruppe -NH-CH-CO- zu 
versorgen. 

Im Zusammenhang mit diesen Beobachtungen ist von Interesse, 
da8 nach Pasteur das Albumin und nach Mayer*) das Kasein 
und Fibrin nicht von der Hefe assimiliert werden, wihrend nach 


) Vergl. hierzu: F. Ehrlich, Ztsehr. des Vereins der deutschen 
Zuckerindustrie 55, 551. 1905. 

*) Lintner, Wochenschrift fiir Brauerei 1, 3. 1884. 

5) Wahl und Hantke, American Brewers Review 7, 32. 

*) Nach Duclaux, Traité de Microbiologie 8, 203. 
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Thenard und Cholin®’) beim Stehen einer gezuckerten Albumin- 
lésung nach drei Wochen Giirung eintrat. Durch die Anwesen- 
heit von Bakterien fand hier eine allmiihliche Spaltung des Ei- 
weibes statt, das dadurch fiir die Hefe assimilierbar wurde. In 
welcher Weise im Albumin, Kasein und Fibrin die fiir die Hefe 
wichtige Gruppe gedeckt ist, sodaB sie nicht als Stickstoffquelle 
Verwendung finden kann, li®t sich noch nicht entscheiden. 

Im Gegensatze dazu kann die Diastase als Stickstoffquelle 
dienen*), wenn sie der einzige stickstoffhaltige Bestandteil des 
Nihrbodens ist. Dagegen schwanken die Angaben fiir das Pepsin 
je nach seiner Darstellung, wiihrend Ptyalin und Pankreatin sich 
als wirkungslos erwiesen °). 

Von den organischen Stickstoffquellen mit bekannter Konsti- 
tution wurde das Asparagin zuerst von Hay duck‘) als vortrefflich 
fiir die Erzeugung einer giirkriiftigen Hefe erkannt. Die Be- 
obachtung wurde von anderen Autoren bestitigt®). Weiterhin wirkt 
in demselben Sinne sehr giinstig das Leucin®), entgegen den frii- 
heren Angaben von Mayer in bezug auf diesen Punkt*). Dazu 
kommt nach Laurent (a. a. O.) das Glutamin. 

Bokorny”) fand schon nach zwei Tagen eine Vermehrung 
des Trockengewichtes eines Gramms Hefe von 0,33 g auf 0,40 g 
mit Glykokoll, 0,52 g mit Tyrosin, 0,61 g mit Leucin und 0,52 g 
mit Asparaginsiiure. Angaben iiber die Vergiirung des Zuckers 
macht er nicht. Bemerkenswert ist, da8 bei Albumose ein Riick- 
gang im Gewicht der Trockensubstanz auf 0,30 g beobachtet wurde. 


Von mir wurden nun noch das Glykokoll, Alanin, Leucin und 
Tyrosin als Stickstoffnahrung fiir die Zuckervergiirung der Hefe 
geeignet gefunden. Dazu fiigte ich noch die Vergiirung einer 
Zuckerlésung mit Phenylaminoessigsiiure, Phenylalanin und Hip- 


) Ebenfalls nach Duclaux, 8S. 203. 

*) Heinzelmann, Ztschr. fiir Spiritus- Industrie 20, 296. 1897; 
21, 357. 1898. 
3) Nach Duclaux, a. a. 0., S. 204. 

*) M. Hayduck, Ztschr. f. Spiritus-Industrie 4, 173. 1881. 

5) Literatur bei Lafar, Handbuch der Technischen Mykologie 4, 
103. 1905. 

®) Nach Ehrlich, a. a. O. 

) Ad. Mayer, Untersuchungen iiber die alkoholische Girung 1869. 

*) Th. Bokorny, Koch’s Jahresbericht 18, 238. 1904. 
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pursiure als Stickstoffquellen, um zu beweisen, daB die Anheftung 
einer Phenyl- oder Benzoyl-Gruppe keine Hinderung fiir die Eig- 
nung zum Aufbau eines girkriiftigen Plasmas ist, wenn nur die 
-NH-CH-CO-Gruppe erhalten bleibt. 

Bei der Priifung mit diesen Substanzen muf man durch 
Zusatz von Alkali dafiir sorgen, daf die Nihrlésung eine nur 
schwach saure Reaktion zeigt. Man findet dann, da8 sich die eine 
Aminosiiurerest-Gruppe enthaltenden Kérper mit Verlingerung 
der Kette im allgemeinen besser zum Aufbau des giirkriiftigen 
Plasmas eignen, was sich bei gleicher Impfmenge, gleicher Tem- 
peratur und Zuckerkonzentration durch ein schnelleres Einsetzen 
der Giirung kund gibt. Dabei spielt aber die Anfiigung einer 
Gruppe, wie Phenyl oder Benzoyl, an den Stickstoff an Stelle des 
Wasserstoffatoms keine Rolle. So giirt eine Leucin- oder Tyrosin- 
Lésung schon nach ein paar Tagen, wihrend beim Glykokoll, der 
Hippursiure und der Phenylaminoessigsiure fast zwei Wochen 
bis zum Einsetzen der Giirung vergangen waren. Alanin und 
Phenylalanin lagen in ihrer Wirkung in der Mitte. Genauere Zeit- 
angaben sind hier nicht am Platze, da die Girwirkung einer Hefe, 
wie ich an anderer Stelle zeigen werde, auch innerhalb geringerer 
Grenzen sehr von der Konzentration der Stickstoffquelle abhiin- 
gig: ist. 

SchlieBlich entnehme ich den Angaben von Duclaux (a. a.O, 
S. 205), daB auch Allantoin, Guanin und Harnsiiure zur Ver- 
girung von Zucker verwendbare Stickstoffquellen sind. Auch 
dem Allantoin kommt die angefiihrte Gruppe zu, wihrend Guanin 
und Harnsiiure die ihr naheverwandte -NH-C-CO- enthalten. 
Harnsiure erwies sich bei meiner Nachpriifung als geeignet. 

Fassen wir die angefiihrten Resultate zusammen, so kommen 
wir zu dem Schlu®, daf alle, bisher zur Erzeugung einer giir- 
kriftigen Hefe tauglich befundenen Stickstoffquellen die Gruppe 
-NH-CH-CO-, oder die ihr naheverwandte nur mit doppelter 
Bindung am mittleren Kohlenstoffatom, besitzen. 

Nur der Harnstoff soll nach den Angaben einiger Autoren 
eine Ausnahme machen. Doch fand ihn Beijering’) nicht ver- 
wendbar. So kann man die iilteren Angaben von Mayer und die 


) Beijering, Centralbl. fiir Bakt. 11, 68. 1892. 
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neueren von Thomas') wohl darauf zuriickfiihren, daf beim 
Sterilisieren der verwandten Nihrlédsungen durch Erhitzen in 
Gegenwart der z. T. sauren Niihrsalze eine teilweise Abspaltung 
von Ammoniak stattgefunden hatte. Als ich eine Nahrlésung, 
die durch Vereinigung getrennt sterilisierter Zucker-Nahrsalz- und 
Harnstoff-Auflésung erhalten worden war, mit Hefe impfte, trat 
auch Girung ein. Die so vorbereitete Harnstoffauflésung zeigte 
aber schon allein alkalische Reaktion, wiihrend eine nicht erhitzte 
neutral war. Ich stehe daher nicht an, auch hier eine Abspaltung 
von kohlensaurem Ammonium anzunehmen, wie sie nach den 
Angaben der Literatur beim Erhitzen von Harnstoff mit Wasser 
iiber 100° beobachtet worden ist, zuma! die Hefe den Thioharn- 
stoff, der nur schwer hydrolisiert wird, als Stickstoffquelle nicht 
ausnutzt *). Hier wird also das Ammoniak zum Aufbau der giir- 
kriftigen Hefezellen gedient haben; denn das Ammoniak nimmt 
unter den Stickstoffquellen der Hefe eine Sonderstellung ein. Das 
Ammoniumion vermag die Hefe zum Aufbau eines giirkraftigen 
Plasmas zu verwenden. Doch ist diese Ausnahmestellung mit 
einer Erschwerung fiir das Assimilisationsvermégen der Hefe ver- 
bunden, die sich nach meinen Untersuchungen ®) erst durch die 
Gewoéhnung an die Ammoniakaufnahme anpabt. 


Stickstoffquellen, welche eine giirungsunfihige Hefe 
geben. 

Die Beobachtung, daB die Hefe, durch die Stickstoffernihrung 
beeinflubt, in Gegenwart von Zucker, ohne diesen zu vergiiren, 
zum Wachstum kommt, machte ich zuerst an der Sulfanilsiure. 

Ich verwandte fiir die Priifung in diesem und allen folgenden 
Fiillen eine zehnprozentige Zuckerlésung, die einen Zusatz von 
Salzen (0,75 g KeHPO,, 0,1 g MgSQ,, Spuren von Chlornatrium 
und FeSO, pro L) und '/,°/o der zu priifenden Stickstoffquelle er- 
halten hatte, sofern letztere bis zu einem solchen Grade lislich 
waren. War das nicht der Fall, so wurden Saiuren durch Zusatz 
von Natronlauge in ihr Natriumsalz verwandelt, jedoch immer 
noch die fiir die Hefe giinstige schwach saure Reaktion bestehen 


) Thomas, Compt. rend. 188, 312, 1901. 
*) Kastle und Elvove, American Chemicai Journal $1, 550. 1904. 
3) H. Pringsheim, Centralbl. fiir Bact. (Abt. IT) 16, 111. 1906. 
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gelassen. <Anilin verwandte ich als yvesiittigte wiissrige Loésung 
und als phosphorsaures Salz. In einem Falle, dem des Dipheny! 
aminsulfates, konnte Hefewachstum erst beobachtet werden, nach- 
dem die Schwefelsiiure durch Ausfillen mit Barvumhyvdroxyd fast 
ganz beseitigt worden war. 

In einer so vorbereiteten Sulfanilsiiurelésung entwickelte sich 
nach ein paar Wochen ein merklicher Hefesatz, wenn die sterile 
Lisung mit einer Ose Logos-Hefe geimpft wurde. Eine Abgabe 
von Gas war nicht zu beobachten. Beim Abimpfen dieser Hefe 
auf Most trat in der gewOhnlichen Zeit von zwei bis drei Tagen 
Giirung ein. Wurde der Sulfanilsiiure-Zuckerlésung eine andere 
Stickstoffquelle in Gestalt von Pepton, Asparagin, schwefelsaurem 
Ammonium oder dem spiiter fiir diese Priifung von mir immer 
verwandten Ovos, einem Hefeextraktprodukt, das sich als Nabr- 
stoff im Handel findet, zugegeben, so trat Giirung in der zu er- 
wartenden Zeit ein. 

Genau diese Erscheinung trat auf, wenn statt Logos-Hefe 
andere vom Typus Frohberg oder Saaz und eine Weinhefe, 
Oppenheimer Kreuz, verwandt wurden. Auch lief sich auf 
Traubenzuckerlésung bei alleiniger Anwesenheit von Sulfanilsiiure 
als Stickstoffquelle gleichtalls keine Giirung beobachten, sodab 
also nicht der Mangel an Invertin die Ursache fiir das Ausbleiben 
der Vergiirung des Rohrzuckers gewesen war. Weiterhin wurde 
eine auf 400 cem steriler Wiirze herangezogene Logoshefe von der 
Wiirze durch Abheben getrennt und in zwei Portionen geteilt. Zu 
der einen wurden 200 cem 10°/,iger Zuckerlésung mit 0,5 °/o 
Sulfanilsiure, zu der andern mit 2 °/9 Sulfanilsiiure gegeben. In 
beiden Fillen trat Girung ein, die bei der 0,5°/oigen Sulfanit- 
siurelésung nach 5 Tagen bis zu einem Verlust von 9,8 g 
Kohlensiiure, bei der 3°/oigen Lésung nach 2 Tagen bis zu 2,2 g 
Kohlensaureverlust fortgeschritten war. Damit war die Kohlen- 
siureabgabe in beiden Fallen beendet. Man sieht also aus dem 
Resultat, daB ein Zusatz von ein halb Prozent Sulfanilsiure 
die Vergiirung von 10 °/, Zucker noch zu Ende kommen 1Jabt, 
wihrend 2 °/9 schon eine baldige Hemmung bewirkt. Dies darf 
aber nicht dazu verleiten, von ciner girungsfeindlichen Stickstoff- 
substanz zu sprechen, wie das F. Hayduck') in einem Nachwort 


*) Wochenschr. f. Brauerei 1907, Nr. 3. 


ae Sa EIR ete 





134 H. Pringsheim: 


zu meinem Autorreferat tut’). Die Giftwirkung auf die Zymase 
kommt nicht der Stickstoffbindung sondern sicherlich dem in 
konzentrierter Form vorhandenen Benzolsulfosiurekomplex zu. 
Auch die allbekannte Erscheinung, daf Hefe sich auf Kosten 
ihrer eigenen Stickstoffsubstanz vermehren kann, wurde nicht un- 
beriicksichtigt gelassen, wie Hayduck annimmt. Schon _ bei 
meiner Arbeit iiber die Biosfrage*) hatte ich mich iiberzeugt, dab 
beim Beimpfen einer Lésung, die nur Salze und Zucker und keine 
Stickstoffquelle enthialt, mit einer Ose Hefe aus Most kein sicht- 
barer Hefesatz gebildet wird, ja unter dem Mikroskop nur sehr 
schwer Hefezellen zu finden sind. Die Hefevermehrung auf Kosten 
der eigenen Stickstoffsubstanz kann nie mehr als eine Mutter- 
zellensproBung sein. In meinen Versuchen wirkten also die ver- 
wandten Stickstoffquellen plasmabildend. 

Zuerst wurden nun Substanzen gepriift, welche eine der Sul- 
fanilsiiure analoge oder fihnliche Zusammensetzung haben, wie 
Metanilsiiure (m-Aminobenzolsulfosiiure) und Naphthionsiure (1-4- 
Aminonaphtalinsulfosiure). Dann ging ich zum unsubstituierten 
Anilin, frei und als Phosphat verwandt, tiber. Der Einflu® der 
Sulfogruppe war also nicht maBgebend. Darauf schaltete ich 
zwischen den Benzolring und die Amidogruppe eine -CO-Gruppe 
durch Verwendung von Benzamid und eine -CH-Gruppe im 
Benzylamin. Weiterhin priifte ich die -CO-NHz:-Gruppe ohne 
Benzolanhang im Acetamid und die substituierte Phenylamin- 
gruppe im Acetanilid. Immer trat in Gegenwart von Ovos Gi- 
rung, ohne Ovos schwache Hefeentwickelung ohne sichtbare Gi- 
rung ein. 

Weiterhin ging ich zum Methylanilin und Diphenylamin als 
sekundiren Aminen iiber, um schlieBlich iiber das tertiire Amin 
im Dimethylanilinchlorhydrat zum im Ring enthaltenen Pyridin- 
stickstoff zu gelangen. Eine Anderung wurde auf diese Weise 
nur in bezug auf die Menge der gebildeten Hefe erlangt. 

Das Resultat dieser Beobachtungen wurde dann noch genau 
gepriift, indem ich nach wochenlangem Stehen der Kulturen eine 
geringe Menge aus der verwandten Lésung abdestillierte und nach 


2) Vergleiche die Erwiderung: Uber giirfeindliche Stickstoffquellen ? 
H. Pringsheim, Wochenschr. f. Brauerei 1907. 
*) Centralb. f. Bact. (Abt. IT) 16, 111. 1906. 
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Lieben auf Alkohol im Destillat priifte. In keinem Falle erhielt 
ich eine scharfe Jodoformreaktion, einige Male einen mehr oder 
minder scharfen Geruch nach Jodoform, der jedenfalls auf eine 
nur geringe Bildung von Alkohol hindeutet. Auch ist die An- 
nahme gestattet, daf die Hefe aus ihren zahlreich anwesenden 
toten Zellen im Laufe der Zeit Stickstoffsubstanzen abspaltete, die 
frisch wachsenden Zellen den Aufbau eines giirungskriiftigen 
Plasmas gestatten wiirden. 

Die Priifung lieBe sich natiirlich noch auf eine unbeschriinkte 
Anzahl von organischen Stickstoffverbindungen ausdehnen, die fiir 
(lie Hefe keine Gifte sind. Das Resultat wiirde dadurch jedoch 
schwerlich geiindert; denn die wichtigsten Gruppen sind in den 
von mir gewihlten Verbindungen enthalten. Komplizierter zu- 
sammengesetzte organische Kérper wiirden gewiB zum Aufbau 
eines giirkriiftigen Hefeplasmas noch weniger geeignet sein, wenn 
sie fiir diesen Zweck wichtige Gruppierung von Atomen nicht 
enthalten. Man muB hierbei besonders in Beriicksichtigung ziehen, 
daB ich die der -NH-CH-CO-Gruppe niichststehenden Atomen- 
komplexe, wie -CH-CO-NH-, C;H;-CO-NH-, CsHs -NH-CO- und 
(;H;-CHy-NH-, gepriift habe. 

Zieht man noch in Betracht, da salpetersaure Salze fiir die 
Hefe auch keine geeignete Stickstoffquelle sind, so darf man be 
rechtigtermaBen annehmen, daB die sich von ihm ableitenden Ni- 
trokérper und weitere, diesen nahestehenden Verbindungen sich 
gleichfalls negativ verhalten. Doch bedarf dies noch einer Nach- 
prifung. 

Zum Schluss gebe ich eine Tabelle, welche einen Vergleich 
zwischen der Zahl der in der Volumeneinheit gebildeten Hefe- 
zellen mit verschiedener Stickstoffernihrung gestattet, um dadurch 
zu zeigen, dal das Ausbleiben der Zuckervergiirung nicht auf 
die geringe Zahl der gebildeten Hefezellen zuriickzufiihren ist. 
Die Vergleichsresultate mit Hefezahlen, die auf zur Girung ge- 
eigneter Stickstoffquelle erhalten wurden, sind dem zweiten Teil 
dieser Arbeit entnommen. Ich méchte aber besonders her 
vorheben, daB die angegebenen Zahlen nur wegen des besagten 
Grundes angefiihrt wurden. Sie haben keinen absoluten Wert; 
denn eine geringe Anderung in der Zuckerkonzentration, der 
Liiftung, dem Siiuregrad oder der Konzentration der Stickstoff 
quelle hiitte sicher einen groBen Einflu® auf die Zahl der gewach- 
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senen Hefezellen gehabt. Der relative Vergleich ist wertvoll, der 


absolute zweckwidrig! 


Vergleich zwischen der Anzahl Zellen in Millionen 5 
procem Nahrlésung, die girungsfihiges und girungs- 
unfaihiges Plasma geben. 





Giirende Hefe. 
Nichtgirende Hefe. Nach Vergiirung einer 15 °/, igen 
Zuckerlisung 








Acetamid. . . 6,3 Leucin 0,044 °/, |23,7 
Pyridinchlor- . —_e 
hydrat. . . (2,0 Asparagin 0,429°/, 21,5 (°° °°" 
Naphtionsiiure . 9,0 , Logoshefe | (NH,),SO, 0,047 °/, 16,4 
oe - 
chlor nydrat . 2,7 (NH,),SO, 0,757 °/, |18,7'! weinhefe 
Metanilsiure 1,7 (NH,),SO, 0,378 %, (14,8 | 


Vergleicht man in der Tabelle die Zahlen der Hefezellen, 
welche auf verschieden wirkenden Stickstoffnihrmedien erzielt t 
wurden z. B. die von 9 Millionen pro ccm bei Naphtionsaure, die 
keine girende Hefe gibt, mit 14,8 Millionen pro ccm mit 0,378 °/o 
(NH4), SQy, die eine 15°/,ige Zuckerlésung vergoren haben, so 
sieht man, daf die geringe Zahl der gewachsenen Zellen im Falle 
der nichtgirenden Hefe nicht fiir das Ausbleiben der Zucker- 
girung verantwortlich war. Denn 9 Millionen Zellen pro cem 
hiitten gewi8 zu einer wenigstens teilweisen Vergiirung des Zuckers : 
ausreichen miissen, waren sie garungsfahig gewesen. 


ER EB NPE a ae bo ose 


ha 
& 
z 
& 








POORER i ah rie 


: atane: 





Uber die Stickstoffernthrung der Hefe. 137 


Teil II. 


Der KintluB der Stickstoffernihrung der Hefe auf den 
Vermehrungsgrad, die Girwirkung und den Stickstoff- 
umsatz wihrend der Girung,. 


Zusammenstellung der Literaturangaben. 


Bei der Vergiirung von Zuckerlésungen mit verschiedener 
Stickstoffernahrung der Hefe wurden gewisse GesetzmiBbigkeiten 
beobachtet, die dazu Veranlassung gaben, deren Ursache auSer in 
der Wachstumsintensitat vor allem in der Stickstoffaufnahme aus 
der Nahrlésung zu suchen. Damit wurde ein Gebiet betreten, das 
sich durch das Zusammenwirken verschiedenartiger Faktoren zu 
einem recht komplizierten gestaltet. Besonders ist der Austritt 
von Stickstoff aus der Hefe wahrend der Girung zu beriicksichti- 
gen. Ks empfiehlt sich daher zuerst eine kritische Sichtung der 
Literatur, welche sich auf die angedeutete Frage bezieht, zu unter- 
nehmen, zumal eine solche, von einem einheitlichen Standpunkte 
ausgehende, nicht vorhanden ist. Denn in dem neuen Handbuch 
von Lafar findet sich mehr eine Aneinanderreihung von Tat- 
sachen als ein Vergleich der gewonnenen Resultate, waihrend das 
iiberdies hauptsichlich franzésische Verdéffentlichungen beriick- 
sichtigende Buch von Duclaux durch neuere Arbeiten tiber- 
holt ist. 

Die SchluBfolgerungen aus den Angaben der einzelnen Ar- 
beiten in der Literatur sind oft widersprechend und zum Teil Ver- 
gleiche unter ganz verschiedenen Bedingungen unternommener 
Experimente. Vor allem ist schon durch ein Zusammenwerfen 
verschiedener Begriffe, welche gewisse Funktionen der Hefe be- 
zeichnen sollen, viel Unklarheit entstanden. Es empfiehlt sich 
daher, zuerst eine Festlegung dieser fiir die Zwecke der folgenden 
Arbeit zu unternehmen. Am klarsten ist die Bezeichnung Gar- 
kraft fiir die von fertig gebildeter Hefe in der Zeiteinheit ent- 
wickelten Kohlensaéuremenge, die natiirlich ein Ma fiir die Alko 
holproduktion und Zuckerzersetzung ist. Wird diese Bestimmung 


in der Praxis, speziell zur Bewertung der PreBhefe angewandt, so 
Biochemische Zeitschrift Band III. 10 
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ist ein einheitliches Hefegewicht und die Zeitdauer festgelegt; 
man spricht dann von der Triebkraftbestimmung! 

Die Kohlensiureentwicklung kann nun mit gréBerer oder ge- 
ringerer Schnelligkeit stattfinden, die Wirkung der Hefe kann 
energischer oder weniger energischer sein. Der Ausdruck Giir- 
wirkung soll daher die Schnelligkeit der Zuckerzersetzung durch 
eine fertig gebildete Hefe bezeichnen. Die Garkraft ist allerdings 
von der Giirwirkung in gewissem Mae abhingig. Doch kann das 
Resultat der Girkraftbestimmung durch eine verschiedene Gir- 
wirkung unbeeinfluBt gelassen werden, wenn z. B. langsamere An- 
fangswirkung durch gréBere Wirkung in einem spiiteren Stadium 
kompensiert wird. 

Wird Hefe in geringer Aussaat in eine zuckerhaltige Nahr- 
lésung gebracht, so entfaltet sie auch eine Garwirkung, d. h. sie 
zersetzt den Zucker schneller oder langsamer. Diese Zersetzung 
hiingt nun aber nicht wie im friiheren Falle von der Wirkung 
einer bestimmten Hefemenge auf den Zucker ab, sondern sie wird 
auch beeinfluBt durch die Menge der unter den gegebenen Bedin- 
gungen gebildeten Hefezellen. Hier wird also die Giarwirkung 
auBerdem noch durch die Wachstumsintensitét der Zellen beein- 
fluBt. Die Schnelligkeit der Zuckerzersetzung durch eine sich aus 
kleiner Aussaat in einer Lésung entwickelnde Hefe soll daher 
.Girwirkung wachsender Hefe“ genannt werden. Im letzte- 
ren Fall kann auch noch die Wirkung der Zellen, welche ge- 
wachsen sind, eine verschiedene sein. Denn die in einem spiateren 
Stadium entstandenen Zellen finden weniger Stickstoff in der 
Lésung als die, welche sich zuerst entwickelt haben. Dies kann 
in stickstoffarmer Lésung einen Unterschied im Stickstoffgehalt 
der Zellen und damit eine verschiedene Girwirkung dieser be- 
dingen. 

Spricht man schlieBlich vom 6konomischen Faktor, so 
soll damit der Effekt bezeichnet werden, den die Zelleneinheit auf 
ie Zuckerspaltung hervorruft. 

Bei der Besprechung der vielen Arbeiten iiber diese Beziehun- 
gen soll zuerst auf die allgemeinen Grundziige der Stickstoff- 
bewegung wihrend der Gérung eingegangen werden, woran sich 
dann die der einzelnen Momente anschlieft, welche sie beein- 


flussen. 
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Allgemeine Grundzige der Stickstoffbewegung wihrend 


der Giarung. 

Die ersten Erfahrungen iiber den Stickstoffgehalt und die 
Stickstoffernihrung der Hefe, von der Zeit Kunkels an, der fand, 
daB die Hefe Stickstoff enthalt, sind, soweit sie sich noch auf 
zweifelhafte Analysenmethoden griinden, bei Duclaux') gewiir- 
digt, so daB ich auf die ersten Seiten seines Kapitels tiber die 
Stickstoffernahrung der Hefe verweisen kann. Schon Thénard®) 
fand in der Hefe ,eine animalische Substanz“, welche stickstoff- 
haltig war und bei der Destillation viel Ammoniak abgab. Die 
Zerspaltung des Zuckers war immer von einem Verlust an dieser 
Substanz begleitet, die sich in lésliche Produkte umwandelte. 
Mitscherlich®) bestitigte das und fand, daB der Stickstoff- 
gehalt der Hefe waihrend der Giarung in reinem Zucker von 10 °/9 
auf 5 %/9 sank. Hier mu8 gleich bemerkt werden, daB sich solche 
Angaben nur auf die Verminderung des Stickstoffgehaltes der 
Hefetrockensubstanz und nicht auf den Verlust an Gesamtstick- 
stoff der Hefe beziehen. 

Lie big*) sah in der alkoholischen Garung, im Zusammenhang 
mit einer spontanen Zersetzung oder Dissoziation der eiweiBartigen 
Substanzen der Zelle, eine molekulare Bewegung, welche sich auf 
den Zucker iibertrigt; Nigeli®) beobachtete ebenfalls eine Eiweib- 
ausscheidung der Hefe wiahrend der Girung; er hielt sie jedoch 
nicht fiir die Ursache, sondern fiir die notwendige Folge der 
Garung. 

Auch Pasteur*) hielt einen EiweiBumsatz fiir eine notwendige 
Folge der Gairung. Er fand weiter, dai mit Wasser aufgeschwemmte 
Hefe eiweiBartige Substanzen an dieses abgibt, die beim Einimpfen 
neuen Zellen zum Wachstum und zur Zuckervergirung dienen 
kénnen und auberdem, daf der Stickstoffgehalt der Hefe sich wah- 
rend der Garung verminderte z. B. von 9,77 °/o auf 5,5 °/o, wenn 
man reine Zuckerlésung mit Hefe vergart. Ja, er nahm schon an, 


) Duclaux. Traité de Microbiologie 8, 186. 1900. 

*) Nach Schiitzenberger. Die Giirungserscheinungen. $1,117. 1876. 

5) Nach Ad. Mayer. Die Girungschemie. 1902. 139. 

*) Liebig. Ann. d. Chemie und Pharm. 168, 1. 1870. 

5) Nageli. Theorie der Girung. 1879. 93—109. 

*) Pasteur. Annales de Chimie et de Physique (Serie Ill). 58, 
397. 1860. 
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daB eine in Gegenwart eiweibartiger Substanzen wachsende Hefe 
in der Lésung stickstoffhaltige Substanzen zuriicklaBt, die sich zu 
sammensetzen aus den wiihrend der Girung unverbrauchten und den 
wiahrend der Girung ausgeschiedenen Mengen dieser (a. a. O. 404). 
Substanzen. Als Grund fiir die Verminderung des Stickstoff- 
gehaltes der Hefe nach der Girung gab er zwei Momente an, die 
in wortlicher Ubersetzung lauten: 1. Gewichtsvermehrung durch 
den Zucker, 2. Gewichtsverminderung durch das Léslichwerden 
gewisser ,,stickstoffhaltiger Prinzipien“ der Hefe. 

Delbriick') konstatierte, daB durch die Girung der Gehalt 
der Maische an geléstem Stickstoff resp. an gelésten stickstoffhal- 
tigen Substanzen abgenommen hat, und daB die absolute Menge 
der gebildeten Hefe nicht vom Zucker, sondern von der Quantitit 
des gelésten Stickstoffs abhiingt. Er verfolgte die Abnahme des 
Stickstoffs in der Maische, schlo8 aus ihr auf die Hefevermehrung 
und stellte daraus den wichtigen Satz auf, daB Hefewachstum und 
Giirwirkung der Hefe praktisch in durchaus keinem Verhiiltnis 
zueinander stehn. 

Dies stimmt mit den Resultaten Hayducks?®) iiberein, der 
die Hefevermehrung in giirender Spiritusmaische im allgemeinen 
bei Beginn der Hauptgiirung beendet fand. Eine Bestitigung 
fanden letztere Resultate durch Mohr*) und Schénfeld*). 

Weiterhin fand Delbriick (a. a. O. S. 349), daB bei der 
Nachgiirung eine Zunahme an geléstem Stickstoff stattfindet, die 
er dann als das Resultat der Hefeselbstzersetzung ansprach. Er 
erwihnt schon, da8 man den Beginn der Hefeselbstzersetzung nicht 
genau fixieren kénne, da der durch sie eintretenden Stickstoffver- 
armung durch Stickstoffaufnahme wihrend der Girung das Gleich- 
gewicht gehalten werden kann. Auch erkannte Delbriick schon, 
daB dieser Stickstoffaustritt aus der Hefe keine krankhafte Er- 
scheinung ist, sondern da er auch besonders zur Erreichung einer 
volligen Vergiirung des gebotenen Zuckers beitragen kénne. 

Man hiitte nun meinen sollen, daB die Erkenntnis der wich- 
tigen Tatsache des Stickstoffaustritts aus der Hefe wiihrend der 
Girung bei allen Untersuchungen Beriicksichtigung finden wiirde, 


‘) Delbriick, Ztschr. f. Spiritus-Industrie 13, 337. 1879. 

®) M. Hayduck, Ztschr. f. Spiritus-Industrie 14, 174. 1880, 
) Mohr, Wochenschr. f. Brauerei 8, 210. 1896. 

*) F. Schénfeld, ebda. S. 421. 


/ 








ih i 





i at te 





er Ga 


SU ASR Peete 


LAST RAS 


petinsc 








3 
: 
Ms 
ie 
M 
5 
a 
“ 


So RAPA 


ee ee 





Uber die Stickstoffernihrung der Hefe. 141 


die sich mit der Ausniitzung einer der Hefe gebotenen Stickstoff- 
quelle befassen. Die bloBe Bestimmung des Stickstoffgehaltes der 
Hefe nach der Girung oder des Stickstoffverlustes der vergorenen 
Fliissigkeit fiihrt also nur zu der Erkenntnis eines Faktors, der 
nichts bestimmtes tiber die Ausnutzung des der Hefe urspriing- 
lich gebotenen Stickstoffs aussagt, mit der doch Wachstumsenergie 
und Girwirkung in Beziehung gebracht werden sollte, eines Fak- 
tors von geringer Bedeutung, dessen Befund dazu noch von einer 
Reihe anderer Einfliisse wie Temperatur, Liiftung, Zuckerkon- 
zentration abhingig ist. Daf nichtsdestoweniger eine Reihe von 
Forschern, die nicht unter Delbriicks Einflu® standen, Arbeit 
daran gewandt hat, diesen Faktor zu bestimmen, ist zu verwun- 
dern, zumal sie sich meist nicht mit der Stickstoffaufnahme der 
Hefeausgiinstigen Nihrmedien wie Bierwiirze und Maische beschiif- 
tigten, in denen bei schnellem Wachstum und baldiger Erledigung 
der Vergiirung die Hefe wenig Zeit finden kénnte Stickstoff in die 
Lésung zu entlassen, sondern mit Lésungen der fiirdie Hefe weniger 
giinstigenStickstoffquellen arbeiteten, unterVerhiiltnissen, beidenen 
die Hefe sich das Fortkommen sicher durch Ausscheidung leichter 
assimilierbarer Eiweifizerfallprodukte erleichtert, wie ich spiiterhin 
zeigen werde. 

Andererseits ist die Verfolgung der Stickstoffbewegung bei 
der Giirung ebensoschwierig wie bedeutungsvoll. Dennerstens stehn 
uns bis dato keine Methoden zur Verfiigung. um das Verschwinden 
so komplizierter stickstoffhaltiger Gemische, wie gerade die wich- 
tigsten Giirfliissigkeiten, wie Maischen und Wiirze enthalten, ana- 
lytisch zu verfolgen. und zweitens hat man geniigende Beweise aus 
der Kenntnis des Zerfalls des HefeeiweiB, um sicher zu sein, daB 
z. T. dieselben stickstoffhaltigen Produkte, die der Hefe zum Auf- 
bau ihrer Leibessubstanz geboten werden, wiihrend der Giirung 
auch wieder aus ihr austreten’). 

Man mu8 sich daher in solchen Fallen mit Anniherungs- 
resultaten begniigen. Das hat Lintner*) getan. Er ermittelte, 
ob die Hefe aus einer Wiirze mehr Proteinstickstoff oder Amid- 
stickstoff aufnimmt, wobei er als Proteinstickstoff den durch 
Phosphorwolframsiure fallbaren ansprach. Er macht darauf auf- 


) Vergl. hierzu P. Lindner, Wochenschr. f. Brauerei 22, 528. 1900. 
*) Lintner, Wochenschr. f. Brauerei 1, 3. 1884. 
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merksam, da®8 nach Nigeli und Hayduck aus der Hefe Stoffe 
wiihrend der Girung austreten, welche durch Phosphorwolfram- 
siure fillbar sind, bemerkt aber dann: ,,Wahrend indessen diese 
Ausscheidungen bei reiner Asparaginernihrung in sehr hochpro- 
zentiger (20°/9) Zuckerlésung und bei starker Hefeaussaat sehr 
bedeutend (bis zu 50°/9 des urspriinglich vorhandenen Stickstoffs) 
werden kénnen, sind dieselben bei 10—12 prozentiger Zucker- 
lésung und geringer Hefeaussaat nahezu verschwunden. 

Deshalb verwendet er nie mehr als 10°/9 Zucker und 2,5 g 
Hefe auf 500 ccm, soda8 die Ausscheidung gering und der durch 
Phosphorwolframsiure nicht fillbare Anteil Amide sind, die in der 
Nihrlésung vorhanden waren. 

Er sagt dann weiter: ,Wenn nun die nachstehenden Ver- 
suchsresultate am Ende kein Bild geben tiber die Art der Stick- 
stoffbewegung bei der Giirung, so erteilen sie doch dariiber Auf- 
schluB, wie viel Stickstoff aus jeder Gruppe fixiert d. h. von der 
Hefe assimiliert wurde. Die Versuche lassen also wohl dariiber 
im unklaren, wie viel z. B. Amide in den Stoffwechsel der Hefe 
hineingezogen wurden, sie geben aber an, wie viel von der Hefe 
aus der Nihrfliissigkeit entnommen dazu diente, das Gewicht der 
Hefe zu vermehren und eventuell ihren Stickstoffgehalt zuerhéhen. 
Die Abfassung des letzten Satzes ist etwas unklar, da man nicht 
sehen kann, wie Amide in den Stoffwechsel der Hefe gezogen 
werden konnten, ohne daB sie von der Hefe aus der Nihrflissigkeit 
entnommen wurden. 

Auf Grund dieser Bestimmungsmethode ergab sich, daB die 
Hefe immer mehr Amid- als Proteidstickstoff aufnimmt. Zu dem- 
selben Schlu8 kamen Wahl und Hantke'). Fiir den Grund hilt 
Lintner die leichtere Diffundierbarkeit des Amidstickstoffs in 
die Hefezelle hinein. 

Bei kiinstlicher Kombination von Pepton und Asparagin fand 
er dasselbe Resultat. Die Hefeernte war hier in allen Fallen die 
gleiche, nimlich ca. die vierfache Menge der Aussaat. DemgemiB 
ist die in reinem Pepton gezogene Hefe armer an Stickstoff als die 
Asparaginhefe. Das Amid steigerte den Stickstoffansatz bedeutend 
gegeniiber dem Pepton, von reinem Asparagin wurde 53,7°/) von 
reinem Pepton 34,4°/5 aufgenommen. 


‘) American Brewers Review 7, 32. 
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Von groBer Wichtigkeit sind weiterhin M. Hayducks') Re 
sultate tiber die Entwicklung der Hefe in Nahrlésungen von ver- 
schiedenem Stickstoffgehalt. Da in natiirlichen Giirfliissigkeiten 
der Stickstoff nur z. T. in Form assimilierbarer Kérper vorhanden 
ist, wihlt er als Stickstoffquelle das Asparagin. Durch Erhitzen 
mit konz. Schwefelsiure in Druckflaschen und nachherige Be- 
stimmung des daraus gebildeten Ammoniaks konnte er die Menge 
des nach Beendigung der Giirung noch unzersetzt vorhandenen 
Asparagins bestimmen. Diese subtrahiert von der Gesamtstick- 
stoffmenge der Lésung nach der Giirung gab den von der Hefe 
ausgeschiedenen Stickstoff, allerdings nur unter der Voraussetzung, 
daB die Hefe keinen Stickstoff oder nur eine ganz geringe Menge 
in Amidform ausscheidet, was Hayduck unerwihnt labt. 

Folgendes sind die Resultate dieser Versuchsanstellung: 

1. In wenig Stickstoff enthaltenden Lésungen entstehen 
Hefen von konstantem, minimalem Stickstoffgehalt, wihrend die 
Hefemengen, die hierbei entstehen, dem Stickstoffgehalt der 
Lésung proportional sind. 

2. Bei héherem Stickstoffgehalt der Lésungen bleiben die 
Hefeernten konstant, der Stickstoffgehalt wiachst aber propor- 
tional dem Stickstoffgehalt der Lésungen. 

3. Der in einer Lésung enthaltene Stickstoff wird nur bis zu 
einer gewissen Konzentrationsgrenze von der Hefe vollig assimi- 
liert und der iiber diese Grenze hinaus in Form von Niahrstoffen 
zugesetzte Stickstoff fiir die Hefeproduktion nicht verwertet. 

4. Die Stickstoffausscheidung durch die Hefe nimmt mit 
steigendem Stickstoffgehalt der Nihrlésungen, mit der Dauer der 
Girung und der Erhéhung der Gartemperatur zu. 

Auch Bauer?®) fand, daB die Vermehrung der Stickstoff- 
mengen iiber ein gewisses Maf hinaus bei sonst gleichen Bedin- 
gungen keine Vermehrung, sondern nach ihm sogar eine Vermin- 
derung der Hefeausbeute bewirkt. Dagegen stieg auch hier die 
Schnelligkeit der Girung als Folge der durch die reichlichere 
Stickstoffernihrung erhéhten Girkraft der Hefe. Dagegen war 
auch bei ihm die Stickstoffmenge fiir die Girkraft weniger ent- 
scheidend als die Verschiedenheit der Form der gebotenen Stick- 
stoffquelle. 





') M. Hayduck, Ztschr. f. Spiritus-Industrie 1881, 173. 
*) Bauer, Ztschr. f. Spiritus-Industrie 24, 309. 1901. 
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Ebenso zeigt sich nach Brown *), daB die Erhéhung der Menge 
der Niahrstoffe, die als Stickstoffquellen in Form von Hefewasser, 
Asparagin und Fleischpepton geboten wurden, tiber eine gewisse 
Grenze hinaus die Intensitit der Hefevermehrung, in diesem Falle 
die mit der Zahlkammer ermittelte Hefezahl, nicht weiter erhéht. 
Diese Grenze lag fiir den Zucker bei 5°/o. Unter dieser Grenze 
steht die Hefevermehrung nicht im direkten Verhiiltnis zur wach- 
senden Menge von Kohlenhydrat oder Stickstoffnahrung, sondern 
m einem hoéheren. 

Besonders wichtig ist Hayducks weitere Beobachtung, daB 
mit steigendem Stickstoffgehalt der Hefe eine Zunahme der Gir- 
kraft zu beobachten war. Genau definiert hei®t Giirkraft hier die 
durch 5 g gepreBter Hefe in 400 cem einer 10°/9 igen Zucker- 
lisung in 24stiindiger Giirung bei 30° C. entwickelte Kohlensiiure- 
menge. Es handelt sich also um die Energie der Zuckerzer- 
setzungeiner fertig gebildeten Hefe von bestimmtem Stickstoff- 
gehalt und nicht um den Einflu8 des Stickstoffgehaltes einer in 
einer Zuckerlésung wachsenden Hefe auf dessen Vergiirung, 
wie von spiiteren Autoren angenommen wurde. 

Aus diesem Grunde ist auch die Kritik, welche Wijsmann *) 
an der Hayduckchen Beobachtung iiber die Giirkraft von Hefe 
mit bestimmtem Stickstoffgehalt geiibt hat, ungerechtfertigt. DaB 
der Anfangsgehalt der Trockensubstanz einer Hefe, von der 10 g 
in 1 Liter Wiirze gebracht wurde, von 7,09 7/9 Stickstoff nach einer 
Stunde auf 9,90°/o, nach zwei Stunde auf 9,60°/) und nach drei 
Stunden auf 9,55 °/) stieg um spiiter wieder abzufallen und z. B. 
in einem Falle nach acht Stunden auf 6,70°/) zuriickzugehen, ist 
nur, eine Bestitigung der Delbriickschen Beobachtung und 
widerspricht in keiner Weise den von Hayduck konstatierten 
Tatsachen. 

Ebensowenig ist zu verwundern, daB der Prozentgehalt der 
Hefe an Stickstoff in 0,25°/oiger Asparaginlésung in Leitungs- 
wasser und 0,1°/) Kaliumsulfat nach zwei Stunden 21 Minuten 
von 6,88°/) in Abwesenheit von Zucker auf 8,10°/ stieg, um dann 
wieder abzufallen und in Gegenwart von 3°/o Zucker auf 9,28 °/o 
stieg, um sich bis zur fiinften Stunde konstant zu erhalten. Denn 


) Kochs Jahresbericht 1, 58. 1890. 
*) Wijsmann, Wochenschr. f. Brauerei 1891, Nr. 37. 
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ohne Zuckergegenwart muB die Lebensenergie der Hefe bald nach- 
lassen und eine Lebensverlingerung auf Kosten der mit dem 
Stickstoffzerfall ihres EiweiB verbundenen Atmung eintreten, 
wihrend bei Zuckergegenwart bis zur fiinften Stunde Wachstum 
und Stickstoffaufnahme erfolgte. 

H. Lange’) untersuchte spiiterhin den EinfluS verschiedener 
Ernihrung auf die Girkraft der Hefe. Er ziichtete die Hefe in 
Nahrlésungen, die zur Hilfte aus gehopfter Bierwiirze und einer 
Rohrzuckerlisung bestanden, die neben Salzen fiir 500 cem 1) 7 g 
Pepton, 2) 5 g Pepton + 2 g Asparagin, 3) 2 g Pepton und 5 g 
Asparagin, 4) nur 7 g Asparagin enthielten. 

Die Girkraft dieser Hefe stieg vom Pepton bis zum reinen 
Asparagin an, was durch die Resultate von Lintner, welche aus- 
sagen, daf mit Asparagin geziichtete Hefe stickstoffreicher als mit 
Pepton geziichtete ist, und die von Hayduck, der erkannte, dab 
stickstoffreichere Hefe eine gréBere Girkraft entfaltet, gut wber- 
einstimmt. 

Ein falsches Bild von der Stickstoffbewegung in der Hefe gibt 
auch die abstrakte Abfassung des Satzes, den Duclaux®*) iiber 
diesen Punkt aufstellt, wenn er sagt: ,,Sei es, daB das Gewicht 
der trockenen Hefe sich vermehrt oder vermindert, das Gesamt 
gewicht des organischen Stickstoffs, den sie am Ende der Girung 
enthilt, ist immer niedriger als das, welches in ihr am Anfang zu 
finden war‘. Er kommt zu diesem falschen SchluB beim Vergleich 
von drei der verschiedenen Autoren, Pasteur, Duclaux und 
Schiitzenberger, gefundenen Resultate. Pasteur vergor eine 
groBe Zuckermenge (100 g) mit geringer Hefemenge 1,198 g ohne 
Zugabe einer neuen Stickstoffquelle. Bei der langsamen Giirung 
vermindert sich naturgemaiB das Hefegewicht unter Entlassung 
von Stickstoff in die Léisung. Schiitzenberger vergor 100 g 
Zucker mit groBer Hefegabe (13,85 g), wobei, bei Beendigung der 
Girung in wenigen Stunden, ein Riickgang im Hefegewicht unter 
Abgabe von Stickstoff in die Lésung stattfand. Hier war aber 
infolge der Kiirze der zur Vergiirung nétigen Zeit nur ein geringer 
Riickgang des Stickstoffgehaltes zu verzeichnen. Duclaux stellte 
nun den Versuch so an, daB er nur 40 g Zucker mit 2,501 g Hefe 
vergor; die Giirung war dabei regelmaBig und schnell. Die Anwe- 


) H. Lange, Wochenschr. f. Brauerei 1899, 49. 
*) A.a. O. S. 209. 
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senheit von 0,152 g Stickstoff in der Lésung als weinsaures Ammo- 
niak lieB in der Tat das Resultat ganz unbeeinfluBbt. Dieses Resul- 
tat hiingt aber auch von der Beschaffenheit der Hefe ab. Denn wie 
die Untersuchung zeigen wird, ist der Gesamtstickstoffgehalt einer 
Hefe bei groBer Aussaat nach der Girung in Gegenwart assimi- 
lierbarer Stickstoffsubstanzen vermindert oder auch vermehrt, je 
nachdem man eine stickstoffreiche oder stickstoffarme Hefe ver- 
wandte. 

Auch hier trat Zunahme des Stickstoffgehaltes der Losung ein. 
In diesem dritten Falle seines eigenen Experimentes hat aber Du- 
claux den Grund fiir die Nichtabnahme des Stickstoffgehaltes der 
Lésung iibersehen. Die Menge der von ihm verwandten Hefe 
verglichen mit der Zuckergabe war immer zu grof, als daf Ver- 
mehrung hatte eintreten kénnen. Es trat Riickgang des Hefe- 
gewichtes ein. Hitte Duclaux weniger Hefe verwandt oder Pas- 
teur bei seiner Versuchsanstellung der Loésung Stickstoff in 
assimilierbarer Form hinzugefiigt, dann hiitte sich ohne Frage der 
Stickstoffgehalt der Nihrlésung vermindert, und er hatte den Pro- 
zentgehalt des Stickstoffs der Hefe fiir die erste Periode der Girung 
bei Aussaat stickstoffreicher Hefe konstant oder bei Aussaat stick- 
stoffarmer Hefe vermehrt gefunden. 

Der Duclauxsche Satz von der Verminderung des Gesamt- 
gewichtes des Stickstoffs der Hefe wiihrend der Giirung ist daher 
in seiner allgemeinen Fassung nicht aufrecht zu erhalten. 

Zusammenfassend lassen sich die bisher besprochenen Be- 
obachtungen aiso so verallgemeinern. Bei geringer Aussaat ent- 
zieht die wachsende Hefe der Lésung den Stickstoff. Kommt das 
Wachstum zum Stillstand oder wird es stark vermindert, dann er- 
folgt Austritt von Stickstoff aus der Hefe in die Lésuug. Dabei 
wird fiirs erste noch nicht entschieden, ob nicht schon mit Eintritt 
der Girung ein Teil der iilteren Hefezellen Stickstoff in die Nihr- 
lésung entlaBt, dessen Austritt sich unserer Beobachtung nur da- 
durch entzogen hat, daB er durch die Aufnahme von Stickstoff 
aus der Lésung durch die ‘sich noch reichlich vermehrende Hefe 
iibertroffen wird. Da das der Fall ist, werde ich spiterhin zu 
zeigen Gelegenheit haben. 

Deshalb ist nur natiirlich, da8 Hefe, die durch zu groBe Ein- 
saat am Wachstum verhindert wird, wofiir Brown") den Grund im 


1) A. J. Brown, Journ. of the Chem. Soc. 87, 1395. 1905. 
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Sauerstoffmangel findet, einen Teil ihres Stickstoffs an die Nihr- 
lésung verliert, was sich in stickstofffreier Loésung bequem be- 
obachten lief’. 

Hervorgehoben mu8 aber werden, da8 bis jetzt iiber den Ein- 
fluB, den geringe oder groBe Stickstoffgabe oder die Form der Stick- 
stoffnahrung auf die Girung bei geringer Aussaat und wachsender 
Hefe hat, noch nichts ausgesagt wurde. Die daraut beziiglichen 
Arbeiten werden im folgenden besprochen. 

Nachdem die allgemeinen Grundziige der Stickstoffbewegung 
wiihrend der Girung erértert sind, muff jetzt in das Studium der 
einzelnen Faktoren eingetreten werden, die die Stickstoffaufnahme, 
die Giirung und das Wachstum beeinflussen, wie die Zuckerkon- 
zentration, die Hefesorte, die Liftung, die Temperatur und die 
Wirkung kombinierter Stickstoffquellen. SchlieBlich muB noch 
das Verhalten der EiweiBstoffe wihrend der alkoholischen Girung 
eine spezielle Erérterung finden. 


Der EinfluB der Zuckerkonzentration auf die Stickstoff- 
entnahme aus girenden Fliissigkeiten. 


Um den Einflu8 des Zuckers auf die Stickstoffentnahme durch 
die Hefe zu priifen, setzte O. Reinke’) zu einer Wiirze von be- 
kannter Zusammensetzung verschiedene Volumina von Rohr- 
zuckerlésung und fand bei 24° R. wie bei 5 bis 8° R. eine Er- 
héhung der Hefeausbeute und der Stickstoffentnahme im Ver- 
haltnis zur unverdiinnten Wiirze durch die sich vermehrende und 
girende Hefe. Dagegen war infolge der Verminderung der Stick- 
stoffkonzentration der Prozentgehalt der Hefe an diesen in Uber- 
einstimmung mit Hayducks Resultaten vermindert. Bei Zusatz 
des doppelten Volumens Rohrzuckerlésung sank er von 7,42 auf 
5,21°%/o. 

Das theoretische Ergebnis dieser Versuche ist also wieder, 
da die Hefe iiber ein gewisses Ma8 hinaus nicht durch die An- 
wesenheit von assimilierbarem Stickstoff beeinflu@t wird, daB man 
zu einer besonderen Ausnutzung des vorhandenen Stickstoffiiber- 
schusses kommt, wenn man der Hefe durch Volumensvermehrung 


‘) Mitgeteilt von Delbriick, Korrespondenz des Vereins Versuchs- 
und Lehranstalt fiir Brennerei in Berlin 1888, 35. 
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der Nihrlésung gréBere Wachstumgelegenheit gibt, bis diese 
schlieBlich so grof wird, da& die Hefe zwar weiter wiichst, aber 
ihre Leibessubstanz nicht mehr so reichlich mit EiweiSkérpern 
versorgen kann. 

Thomas’) studiert nicht wie Reinke die mit einer ge- 
gebenen Stickstoffmenge erreichbaren Hefeausbeute, sondern den 
Einfluf8 der Zuckerkonzentration auf die Ausnutzung einer im 
UberschuB vorhandenen Stickstoffquelle durch die Hefe. Nach- 
dem er sich an den Resultaten friiherer Autoren, die nicht ge- 
nannt werden, die Kritik erlaubt hat, daB sie den Einflu8 der 
Stickstofferniihrung einerseits auf das Wachstum, andererseits auf 
die Giirung nicht genug auseinander hielten, will er letztere durch 
Liiftung, d. h. Vergiirung in flacher Schicht, die Menge der Hefe- 
aussaat und die Zuckerkonzentration unterdriicken. Wie ihm 
das durch die beiden letzten Faktoren gelingen konnte, ist unklar. 
Er unterlaBt iiberdies die Angabe der benutzten Hefe und ver- 
wandte zu seinen Versuchen fiir die Hefe die ungeeignete Stick- 
stoffquelle, den Harnstoff und das phosphorsaure Ammoniak. 
Nach meinen Untersuchungen ®) ist Harnstoff iiberhaupt keine zum 
Aufbau eines giirkriftigen Plasmas geeignete Stickstoffquelle. Nur 
dadurch, daB sich beim Erhitzen von Harnstoff kohlensaures Am- 
moniak abspaltet, kommt die Hefe mit Ausnutzung dieser zur 
Vergiirung des ihr gebotenen Zuckers. SchlieBlich hilt Thomas 
die in der Hefe gefundene und durch ihn nach dem Trocknen bei 
105° darin bestimmte Stickstoffmenge fiir die ganze Menge, welche 
die Hefe aus der Lésung aufgenommen hat. Die Stickstoffabgabe 
der Hefe an die Lésung, die bei ungiinstiger Stickstoffquelle so 
groB ist, wird ganz unberiicksichtigt gelassen. 

Die Resultate faBt er folgendermafSen zusammen: 

1. Harnstoff wird bei 10°/) Zucker schlecht angegriffen und 
gestattet nur schwache Vergiirung. Die Hefeernte ist arm an 
Stickstoff. 

2. Bei 20°/) Zucker unter sonst gleichen Bedingungen ist die 
Girung stark, die Hefeernte gréBer und stickstoffreicher. 

3. Bei steigender Stickstoffgabe erreicht das Hefegewicht und 
der Stickstoffgehalt der Hefe ein Maximum, das eine gewisse 
Grenze nicht iibersteigt. 


‘) Thomas, Comptes rendus 138, 312. 1901. 
*) H. Pringsheim, Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 39, 4048. 1906. 
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3. Bei Verwendung von Ammoniumphosphat statt Harnstoff 


gelten dieselben Regeln, nur waren die Hefemenge und der Stick 
stoffgehalt der Hefe bedeutend héher. 

(Hier findet sich also beim phosphorsauren Ammoniak eine 
naturgemiiBe Ubereinstimmung mit Hayducks Resultaten iiber 
das Asparagin.) 

Der gesteigerte Effekt im Resultat 4 bestiitigt meine Auf 
fassung, da® es sich beim Harnstoff nur um die Ausnutzung der 
geringen Menge von kohlensaurem Ammoniak gehandelt hat, die 
aus ihm durch Erhitzen entstanden war. So war in Wirklichkeit 
bei den Versuchen mit Harnstoff eine geringere Menge Ammoniak 
geboten worden, als bei denen mit phosphorsaurem Ammoniak. 

Aus den Variationen der angegebenen Resultate kommt 
Thomas zu dem SchluB, daf der Stickstoffgehalt der Hefe ein 
schwankender ist und nicht, wie Hayduck angab, im direkten Ver- 
haltnis zur Girkraft steht. Er wirft also die Begriffe durcheinander 
und vergleicht seine Ernihrungsversuche der Hefe mit der Wir 
kung einer fertig gebildeten Hefe von bestimmtem Stickstoffgehalt 
auf die in der Zeiteinheit durch sie entwickelte Kohlensiiure 
menge. 

J. Archleb') fand als Einflu®B der Zuckerkonzentration auf 
das Hefegewicht ein Anwachsen von 1 bis 5°/o Zucker, von 5 bis 
10°) nur geringes von 10 bis 14°/) bedeutendes Anwachsen, von 
14 bis 19°/ einen merklichen Abfall und von neuem Zunahme 
von 19 bis 25°/9 Zucker. 

Diese Resultate wurden von Stern?) erweitert. In zwei Ver- 
suchsreihen bestimmte er nach 7 und 10 Tagen den EinfluB8 von 
wachsender Traubenzuckerkonzentration von 0 bis 30°/9 resp. von 
0 bis 22,5°/9 bei 25°C. und einer Aussaat von 1,5 Zellen pro 
'/so00 erm auf das Gewicht des Stickstoffs der Hefeernte, ihren 
Prozentgehalt an Stickstoff und die Menge des vergorenen Zuckers. 
In einer Tabelle stellt er die Resultate mit 1,5 g Asparagin fiir 
500 cem Loésung, in einer anderen die fiir 0,75 g Asparagin fiir 
dieselbe Volumeneinheit zusammen, 

Die hierzu gehérigen Resultate fabt er folgendermaBen zu 
sammen: 


) J. Archleb, Ztschr. f. Spiritus-Industrie 11, 243. Zitiert nach 
Stern. 
*) Journ. of the Chem. Soc. 79, 943. 1901. 
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1. Eine Vermehrung von Stickstoff oder anorganischer Nah- 
rung iiber ein gewisses Ma hinaus vermehrt weder die Menge des 
assimilierten Stickstoffs noch das Hefegewicht. Diese Grenze ist 
nur wenig gréBer als die gréBte Menge, die die Hefe unter den 
Versuchsbedingungen assimilieren kann. 

2. Eine Vermehrung des Zuckers wird von einer Vermehrung 
des assimilierten Stickstoffs und des Hefegewichts begleitet. Diese 
Vermehrung steigt bis zur héchsten Konzentration, die véllig ver- 
goren werden kann. Der Zuwachs des Stickstoffgehaltes steigt bei 
niederen Konzentrationen intensiver als bei héheren. 

Diese Resultate decken sich mit denen von Hayduck und 
Thomas. Man mu nur wieder in Beriicksichtigung ziehen, daB 
auch Stern die zu einem gewissen Zeitpunkt in der Hefe enthal- 
tene Stickstoffmenge fiir die ganze der Naihrlésung als Asparagin 
entzogene anspricht und die Ausscheidung des Stickstoffs aus der 
Hefe unberiicksichtigt laBt. 

Fiir mich war an Sterns Resultaten noch von Interesse, daB 
nach sieben Tagen bei der héheren Stickstoffgabe von 1,5 g Aspara- 
gin pro 500 ccm mehr Gesamtstickstoff in der Hefeernte vorhanden 
war als bei 0,75 g Asparagin bis zu einer Konzentration von 15/9 
Zucker. Oberhalb dieser Zuckerkonzentration reversiert sich das 
Verhiltnis. Man sieht daraus, daf man den Einflu8 der Stickstoff- 
gabe auf den Stickstoffgehalt der Hefeernte nicht ohne Riicksicht 
auf die Zuckergabe verallgemeinern darf. 

Wertloser werden Sterns Resultate, wenn er die zeitliche 
Stickstoffmenge der Hefeernte mit dem zur selben Zeit vergorenen 
Zucker einer 10°/)igen Glukoselisung vergleicht, da sie eben nicht 
der assimilierten Stickstoffmenge entspricht. Der SchluB, den er 
aus seinem Experiment zieht, lautet: ,,Wihrend eines Teiles der 
Girung steht Hefewachstum und Zuckerzersetzung in direktem 
Verhiltnis zueinander.“ SchlieBlich darf man besonders sein Re- 
sultat nicht verallgemeinern, daf das Hefegewicht und die Menge 
Stickstoff in der Ernte bis zum Ende der Giirung sich vermehrt. 
Denn bei einém Prozentgehalt von nur 10°/) Glukose wird eben 
véllige Vergiirung schon erreicht, ehe der gebildete Alkohol das 
Wachstum hemmt, was nach Hayduck erst bei 5°/9 Alkohol der 
Fall ist. Hitte Stern 15 oder 20 °/o Zucker zur Vergiirung gebracht, 
so wiirde er am Ende schon den Abfall des Stickstoffgehaltes der 


Hefe bemerkt haben. 
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Das Verhalten verschiedenartiger Hefen in bezug auf 
die Stickstoffausnutzung. 


Petit’) verglich das Verhalten wachsender Ober- und Unter- 
hefe gegeniiber einer kombinierten Stickstoffernihrung von Ammo- 
niak als Ammonphosphat und Asparagin. Die nach 12 tigiger 
Girung nicht verbrauchte Menge Ammoniak bestimmte er durch 
Destillation mit gebrannter Magnesia. Diese abgezogen von der 
Gesamtmenge des in der Lésung verbleibenden Stickstoffs sprach 
er als unverbrauchtes Asparagin an, wiihrend es in Wahrheit As- 
paraginstickstoff plus von der Hefe ausgeschiedener Stickstoff war. 

So findet er, dafS die Oberhefe 65°/o ihres Stickstoffs aus dem 
Ammoniak und 35°/9 aus dem Asparagin bezieht, wahrend die 
Unterhefe 86°/) als Ammoniak und nur 14°/o als Asparaginstick- 
stoff aufnimmt. In Wahrheit war in beiden Fiillen die Menge des 
assimilierten Asparaginstickstoffs geringer. 

Boulanger?) fand groBe Schwankungen in der Hefemenge 
und deren Stickstoffgehalt bei der Verwendung verschiedener Hefe- 
rassen auf derselben Wiirze, die er so vorbereitet hatte, dai der 
sich bildende Alkohol kein Eiweif ausfillt, sondern aller der 
Wiirze entzogene Stickstoff auf den Hefegehalt zu rechnen ist. So 
schwankte die gebildete Hefemenge zwischen 2,13 und 3,25 g pro 
Liter und ihr Stickstoffgehalt zwischen 5,18 und 9°/o, bei ver- 
schiedenen Hefen, wiihrend der Wiirze wie er sagt zwischen 17,1 
und 37,6°/, ihres Stickstoffgehaltes entzogen wurden, wie wir sagen, 
nach Verlauf der Giérung in der Hefe zuriickgeblieben war. 

Aus beiden Veréffentlichungen sieht man wiederum deutlich, 
wie wenig man Resultate iiber die Stickstoffentnahme durch die 
Hefe aus Lisungen verallgemeinern darf. 


Einflu®B der Liftung auf den Stickstoffgehalt 
gebildeter Hefe. 


Boulanger beobachtete weiter, daf bei erleichtertem Luft- 
zutritt in flacher Schicht der Nahrlésung die Hefe der Wiirze mehr 
Stickstoff entzieht, als bei vermindertem Zutritt oder Ausschlu& 
der Luft. 


) Petit, Comptes rendus 124, 93. 1897. 
*) Bonlanger, Annales de l'Institut Pasteur 10, 597. 1896. 
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Zu demselben Resultat kommt Hyde') beim Vergleich des 
Stickstoffgehaltes von drei verschiedenen Versuchen, in denen der 
erste mit gréBter Hefemenge geliiftet, der zweite mit mittlerer 
ohne und der dritte mit kleiner Hefemenge und geringer Liiftung 
angestellt wurde. Die in der Hefe vorgefundenen Stickstoff- 
mengen machten 23,84 °/o9, bzw. 16°/9 und 15,82°/9 des anfangs in 
der Lésung vorhandenen Stickstoffs aus. Etwas getriibt wird die 
Klarheit des Resultats durch die verschiedene Aussaatmenge. Bo- 
korny*) dagegen beobachtete bei einer Vermehrung des Stick- 
stoffgehaltes der Hefe um das dreifache, bei Peptonernihrung, 
allerdings schon nach zwei Tagen keinen wesentlichen Unterschied 
in der Stickstoffaufnahme zwischen ausschlieBlicher Sauerstoffat- 
mung und Girung. 

Im ganzen lassen sie die Resultate jedenfalls doch dahin zu- 
sammenfassen, daB8 Liiftung die Stickstoffaufnmahme durch die 
Hefe begiinstigt, wie das als die Folge gesteigerten Wachstums 
nur natiirlich erscheint. Dadurch steigert sich die Gesamtstickstoff- 
menge der Hefe, wiihrend ihr Prozentgehalt an Stickstoff vere 
mindert ist. 


Der EinfluB der Temperatur auf den Verbrauch des 
Stickstoffs durch die Hefe. 


Laborde*) untersuchte den Stickstoffumsatz verschiedener 
Moste bei der Giirung mit besonderer Beriicksichtigung des Am- 
moniak-Stickstoffs, von dem 44—-224 mg im Liter Most vorgefunden 
wurde. Die Arbeit beriicksichtigt aber nicht den Einflu8 der Tem- 
peratur auf den Verbrauch einer Stickstoffquelle durch die Hefe, 
sonderndie Wechselwirkung zwischen dem Verbrauch des Ammo- 
niak- und organisch gebundenen Stickstoffs. Die Hefe niitzt unter 
diesen Bedingungen den Ammoniak-Stickstoff reichlich aus, so da8 
in manchen Fiillen fast die ganze Menge aus dem Most verschwindet. 
Besonders wird das Ammoniak unter giinstigen Lebensbedingungen 
bei optimaler Wachstumstemperatur aufgenommen. So wird von 
einer Medok-Hefe der Ammoniak-Stickstoff in héherem MaBe in 


‘) Hyde, Journ. of the fed. Institute of Brewing 1, 380. 1895. 

*) Th. Bokorny, Allgem. Brauer- und Hopfenztg. 1902, 1677; nach 
Kochs Jahresbericht 18, 238. 

*) Laborde, Ann, de |’Pasteur 12, 517. 1898. 
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Anspruch genommen als der organisch gebundene Stickstoff, wih- 
rend bei 30° das Umgekehrte der Fall war. Verschiedene Hefen 
verhalten sich in bezug auf die Ausnutzung verschieden. Befreit 
man den Most vom Ammoniak, so wird die Girung dadurch in 
einem Falle um 50°/) verzégert. Die Menge, des sich im Wein 
vorfindenden organisch gebundenen Stickstoffs wird z. T. durch 
den aus der Hefe austretenden erhéht. Deshalb ist auch bei hé- 
herer Temperatur der Wein etwas reicher an organisch gebun- 
denem Stickstoff als der entsprechende Most. Bei unreiner Gérung 
ist der Ammoniakgehalt des Weines gréBer als bei reiner, wie 
schon Miintz') gezeigt hat. Dies beruht dann erstens auf einer 
schlechteren Ausnutzung des Ammoniak-Stickstoffs durch die Hefe, 
andererseits aber auch auf einer Bildung von Ammonik durch ge- 
wisse Bakterien des Weines, die besonders bei héherer Temperatur 
zur Entwicklung kommen. 

Theoretisch wichtig ist also das Resultat, daB bei gemischter 
Stickstoffnahrung der Ammoniak-Stickstoff bei optimaler Tempe- 
ratur besser, bei héherer Temperatur schlechter als der organisch 
gebundene Stickstoff ausgenutzt wird. 


Der EinfluB kombinierter Stickstoffquellen auf die 
Girwirkung und den Stickstoffumsatz. 

Die Angaben der Literatur itiber den Einfluf gemischter 
Stickstoffquellen auf Girwirkung und Stickstoffausnutzung sind 
nicht sehr zahlreich. Vor allem aber sind die Versuche nur 
innerhalb geringer Konzentrationsgrenzen der Stickstoffgabe an- 
gestellt worden, so daB, wie durch meine Versuche gezeigt wird, 
die Verallgemeinerung der Resultate 6fters zu falschen Schliissen 
gefiihrt hat. In chronologischer Reihenfolge ordnen sich die Ver- 
éffentlichungen folgendermaBen an. Kusserow®) stellte zwei 
Versuchsreihen an. Bei der ersten wurde der Stickstoffgehalt von 
500 cem Wiirze um 1 g und 2 g Asparagin vermehrt. Bei einer 
Aussaat von 2,5 g Hefe wurde der Girverlauf, bei dem sich die 
Hefe noch etwa auf das 3,5—4fache ibres Gewichtes vermehren 
konnte, beobachtet und gefunden, daB er durch gesteigerte Stick- 
stoffgabe beschleunigt wird. Dagegen verminderte sich die Hefe- 


’) Miintz, Kochs Jahresbericht 8, 115, 1897. 
*) R. Kusserow, Brennereiztg. 14, Nr. 317. 1880 (1897). 
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ausbeute von 9,6 g ohne Asparagin auf 9,1 g mit 1 g Asparagin 
und 8,2 g mit 2 g Asparagin. Wurde nun die Triebkraft nach 
Hayduck, der in den Zuchten erhaltenen Hefe bestimmt, so 
stellte sich heraus, daG sie mit wachsender Stickstoffgabe abnahm. 
In der zweiten Versuchsreihe wurde 500 ccm reine Zucker- Nahr- 
salzlésung mit einem Stickstoffzusatz von 1) 7 g Asparagin, 2) 5 g 
Asparagin + 2 g Pepton, 3) 2 g Asparagin + 4 g Pepton, 4) 7 g 
Pepton verwandt. Der Hefezuwachs von 2,5 g betrug fiir 1) 12,1 g, 
2) 13,3 g, 3) 13,3 g, 4) 14,8 g. Die Hefeausbeute aus Pepton- 
lésung ist aber um ein geringes gréBer als die aus Asparaginlésung. 
Dagegen war der Girverlauf mit Asparagin ein schnellerer als mit 
Pepton. Die Triebkraft der Amidhefen ist hoch bei sehr lang- 
samer Angiirung, die Peptonhefen giiren schnell an, haben aber 
geringe Triebkraft. 

Theoretisch stehen die Angaben iiber die Triebkraft der 
ersten Versuchsreihe zu denen Hayducks und denen der zweiten 
Versuchsreihe im Gegensatz. Eine auf stickstoffreicherer Lésung 
gezogene Hefe hatte auch mehr Stickstoff enthalten und folglich 
héhere Triebkraft haben miissen. In der zweiten Versuchsreihe 
tritt das auch hervor. Denn abgesehen davon, da allerdings 
Amidstickstoff mehr zur Anreicherung der Hefe beitragt, hat 
Kusserow ja gar nicht gleiche Stickstoffmengen geboten. Das 
Asparagin enthielt mehr Stickstoff als das Pepton. Die Resultate 
sind daher schlecht vergleichbar, besonders aber ist der allge- 
meine SchluB, die Amide geben schnellere Girungen als Pepton, 
falsch, da, wie sich spater zeigen wird, die Stickstoffkonzentration 
nicht geniigend variiert wurde. 

Dasselbe liBt sich itiber die Verallgemeinerung Langes’) in 
seinem im Anschlu8 an die Kusserowschen gemachten Versuche 
sagen, wenn er schreibt: ,, Eine GesetzmiBigkeit in der Beschleu- 
nigung resp. Verlangsamung der Girung dvu:ch Zusatz der ver- 
wendeten Stickstoffmengen wurde nicht beobachtet.“ Bokornys?®) 
Angaben iiber die Gewichtszunahme der Hefe bestitigen die von 
Kusserow. Nach zweitiigigem Stehen bei 30° vermehrte sich die 
Trockensubstanz eines Gramms Hefe von 0,31 bei Peptonnahrung 
auf 0,88 g und bei Asparagin nur auf 0,62 g. Der Wert fiir Ammon- 


) H. Lange, Kochs Jahresbericht 10, 108. 1899. 
*) Th. Bokorny, Kochs Jahresbericht 18, 238. 1902. 
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sulfat liegt mit 0,55 g noch niedriger. Auch fand er noch, daB 
bei ausschlieBlicher Sauerstoffatmung und bei bloBer intramole- 
kularer Atmung(Girung), wofiirerdas Luftdurchleiten im Gegensatz 
zur in Ruhe befindlichen Wachstumsgelegenheit filschlicherweise 
anzusprechen behielt, eine etwa geringere Erhéhung der Trocken- 
substanz erzielt wurde. Natiirlich wird aber weder durch das 
Luftdurchleiten die Garung noch das in-Ruhe-stehen-lassen der 
Lésung die Ausnutzung des Sauerstoffs vermieden. Behrens‘) 
fand, dafi Peptonzuwachs den Verlauf der Giarung des Mostes 
auBerordentlich beschleunigte, aber die Alkoholproduktion im 
Gegensatz zu friiheren Versuchen nicht herabsetzte. DaB letzteres 
nur in gewissen Grenzen richtig ist, folgt aus den Beobachtungen 
von Iwanowski®). Wenn auch dessen Satz: ,,je héher die Kon- 
zentration von stickstoffhaltiger Substanz (Pepton) ist, desto 
schwiicher ist die Giirung, je héher die Zuckerkonzentration ist, 
desto stirker geht die Alkoholgirung von statten“ viel zu all- 
gemein ist und nur fiir Stickstoffgaben von einem Optimum fiir 
die Garwirkung nach oben gelten kann, so geht doch aus seinen 


Versuchen hervor, daf die Hefe in sehr stickstoffreicher Lésung 


bei Gegenwart nur geringer Zuckerkonzentration ihren Charakter 
als Girungsorganismus in hohem Grade verliert, wogegen ihre 
Vermehrungsfihigkeit vielmal gréBer wird. In Lésungen, welche 
etwa 0,5 °/9 Zucker und ungefihr doppelt soviel Pepton enthalten, 
ist fast keine Girung mehr zu beobachten. 

Einer besonderen Besprechung miissen die Resultate von 
Hess*) gewiirdigt werden, da sie von allen anzufiihrenden zu 
denen der folgenden Arbeit in nichster Beziehung stehen. Er 
untersuchte unter anderem die Giarwirkung der Hefen Saaz, 
Frohberg und Logos bei verschiedener Stickstoffernihrung. 
Dazu verwandte er Hefewasser, Pepton und Asparagin und stellte 
den Stickstoffgehalt der Nahrlésungen so ein, da er fiir alle drei 
Quellen derselbe und zwar etwa 0,08 g pro Liter wurde. Er unter- 
suchte aber nur eine Stickstoffkonzentration. Dabei fand er, da 
die Hefe Logos die beiden andern an Girwirkung tibertraf und 
zwar sowohl bei Asparagin wie bei Hefewasserernihrung. Eine 
Ausnahme soll darin das Pepton machen, bei dem Frohberg- bei 


‘) Behrens, Kochs Jahresbericht 14, 249. 1903. 
*) Iwanowski, Centralbl. f. Bakt. (Abt. 11) 10, 151, 1903. 
5) Fr. Hess, Dissertation. Erlangen 1897. 
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genannter Stickstoffkonzentration zu schnellerem Girverlauf kommt 
als Logos-Hefe. Dies wird jedoch durch meine zahlreichen 
Vergirungskurven nicht bestiitigt. Nach ihnen giirt bei 0,008°/, 
Stickstoff Logos-Hefe mit Asparaginernaihrung auch schneller als 
Frohberg-Hefe. Die Unterschiede zwischen der Hessschen und 
meiner Versuchsanstellung, 10°/o Zucker gegen 15°/p und Aussaat 
von 30 Zellen pro ccm Lisung gegen minimale Aussaat, kénnen 
nach meinem Dafiirhalten die divergierende Beobachtung nicht er- 
kliren. Ich glaube, daf Hess bei einer Stickstoffkonzentration 
zu sehr von Zufalligkeiten abhiingig war, wie sie sich bei solchen 
Girverlaufpriifungen auch in meinen Versuchen hiufig zeigten. 
Sicher geht aber aus den Untersuchungen von Hess noch hervor, 
daB Hefewasser besser als Asparagin und Pepton bei der ange- 
gebenen Stichstoffkonzentration wirkt. Da diese nun nach meinem 
Befund die optimale fiir Asparagin ist, so folgt daraus, daB sich 
mit Hefewasser ein noch héherer é6konomischer Koeffizient d. h. 
eine héhere Giirwirkung im Vergleich zur Stickstoffgabe, erzielen 
laBt als mit Asparagin. 

Weiter fand Hess die Vermehrungsenergie der Hefe Logos 
nach vier und nach achtundzwanzig Tagen bei allen Stickstoff- 
quellen, die er priifte, gréBer als bei Hefe Frohberg und Saaz. 
Die Resultate lassen sich aber zu meinen, die die Zahl der am 
Ende der Girung gebildeten Hefezellen angeben werden, nicht in 
Beziehung setzen. 

Hier ist dann noch eine Arbeit von J. J. van Hest') iiber 
die Quantitative Bestimmung der Hefeernte aus der Stickstoff- 
aufnahme und die Beziehungen zwischen Alkoholbildung und 
Stickstoffaufnahme“ zu beriicksichtigen. Die Resultate beziehen 
sich nur auf die Vergérung von Wiirze, die in sechs Tagen beendet 
war. Die Durchschnittsresultate von zwélf Versuchen ergaben 
fiir den insgesamt aufgenommen Stickstoff bis zum dritten Tage 
76°/o, zwischen dem dritten und sechsten Tage 24°/o. Von 100 
Teilen Alkohol wurden bis zum dritten Tage 40°/o, vom dritten 
bis zum seclisten Tage 60°/9 gebildet. Die SchluBfolgerung ist, 
daB8 bei einer normal verlaufenden Girung die Alkoholbildung 
umgekehrt proportional der Stickstoffaufnahme ist. Als weitere 
Resultate soll aus den Versuchen hervorgehen, daf man imstande 


*) Wochenschr. f. Brauerei 21, 1. 1904, 
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ist, durch Stickstoffbestimmung der Wiirze die Hefeernte zu be- 
stimmen, ferner die Hefeaussaatmenge festzustellen und das Ver- 
hiltnis zwischen gebildetem Alkohol und aufgenommenem Stick- 
stoff zu finden. In der Tat besteht in der angegebenen Tabelle 
eine Proportionalitét zwischen der Stickstoffaufnahme und der 
Hefeernte. Man wird aber gut tun weitere Resultate mit ver- 
schiedenen Wiirzen abzuwarten. Jedenfalls darf man die Angaben 
nicht auf andere Nahrlésungen iibertragen. Die Arbeit gilt nur 
fiir Wiirzen mit schnellem Giarverlauf. 

DaB auch die Vergiirung von Mosten durch den Stickstoff- 
gehalt stark beeinfluBt wird und so in direkter Beziehung steht 
zur Stickstoffdiingung der Weinberge, berichtet M iiller-Thurgau *), 
Im allgemeinen haben die natiirlichen Moste aber einen UberfluB 
an Stickstoffnahrung, weshalbes Miiller-Thurgauauch gelangeinen 
Most bei jedesmaliger Entfernung des Trubs und Alkohols unter 
erneuter Zugabe von Zucker sechs Giarungen durchmachen zu 
lassen. Wortmann®) beobachtete, da’ der Moststickstoff nie ganz, 
sondern héchstens zu 55,78°/) und mindestens zu 6,5°/9 von der 
Hefe verbraucht wurde. Und zwar gaben die stickstoffiirmsten 
Moste den meisten Stickstoff an die Hefe ab. Wortmann erkliirt 
dies dadurch, da8 die stickstoffreichen Moste auch viel Zucker 
haben und in diesen daher bald bei der Girung so viel Alkohol 
entsteht, da8 er hindernd auf die Vernehmung und dadurch auf die 
Stickstoffentnahme aus dem Most wirkt. 


Das Verhalten der Eiweiffstoffe waihrend der alkoholi- 
schen Giarung. 


In seiner unter diesem Titel veréffentlichten Arbeit setzt sich 
[wanoff*) in Gegensatz zu allen friitheren Autoren, wenn er 
schreibt: ,,Die Eiweifzerspaltung macht sich bei der Garung nicht 
bemerklich“. Er kam zu diesem Schlu8, nach dem er den nach 
Stutzer mit Kupferoxyd fallbaren Eiweifstickstoff einer gewogenen 
Hefemenge vor und nach der Girung iibereinstimmend fand. 
Dieses Resultat wire mit den Beobachtungen friiherer Autoren 
sehr schwer in Einklang zu bringen, wenn Iwanoff nicht als Ein- 


*) Nach Lafar, Handbuch der Technischen Mykologie 4, 105. 
*) Kochs Jahresbericht 5, 167. 1894. 
5) Leonid Iwanoff. Zeitschr. fiir physiol. Chemie. 62, 464. 1104. 
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schrankung zulieBe, daB bei langedauernder Garung in reinem 
Zucker ein ,,Erschépfen“ der Hefe eintritt, das mit einem Stick- 
stoffverlust waihrend der Girung nichts zu tun hat. Er sagt, in 
solchen Fallen, wo sich dieses nicht durch das Absterben der 
Zellen erkliren laBt, haben wir es mit einer physiologischen Re- 
aktion, die dem Ruhestadium entspricht und sehr wahrscheinlich 
durch Veriinderung des Enzymgehaltes oder das Entstehen von 
Stoffen, welche die Garung hemmen, erkliirt werden kann, zu tun. 
Die Anschauung Iwanoffs gewinnt dadurch an Wahrschein- 
lichkeit, daf er eine sich wahrend der Garung bildende fliichtige 
Substanz, von allerdings noch ganz undefiniertem Charakter, nach- 
wies, die die Proteolyse der Hefe zu hemmen imstande war. 
Theoretisch wichtig an [wanoffs Versuchen ist, daf der Zu- 
sammenhang zwischen Eiweifzerfall und Gaérung nur ein loser ist. 
Girung kann auch ohne den Zerfall des Hefeeiweif eintreten, ist 
ein wichtiger Satz, der sich aus seinen Versuchen ableiten laft. 
Damit wird aber an der Tatsache nichts gefndert, daf sich 
der Stickstoffgehalt einer Hefe bei der Girung vermindert, auch 
wenn die Girperiode nicht in die Erschépfungszeit der Hefe 
hinein ausgedehnt wurde. Es muf dann der Nichteiweifstickstoff 
der Zelle, der immer vorhanden ist, seinen Weg aus der Zelle 
nehmen. Auch bezieht sich die Angabe Iwanoffs nur auf die 
Vergiirung reiner Zuckerlésungen. Wird der Hefe wahrend der 
Girung assimilierbarer Stickstoff geboten, so wird sie dadurch zum 
Stickstoffumsatz angeregt, auch wenn sie durch grofe Aussaat am 
Wachstum gehindert wird. Dies werden meine Versuche zeigen. 
Man muB daher den Iwanoffschen Satz, die Eiweifspaltung macht 
sich wihrend der Girung nicht bemerkbar, dadurch einschranken, 
da8 man hinzufiigt, in reiner Zuckerlésung in Abwesenheit ver- 
wendbarer Stickstoffnahrung. Das theoretische Interesse des Satzes 
bleibt dabei ungeaindert, die Behauptung, keine Garung ohne Ei- 
weiGzerfall, wird zunichte, aber fiir die praktischen Falle kommt, 
da sie immer in Gegenwart von Stickstoffnahrung unternommen 
werden, nach wie vor ein Stickstoffumsatz wihrend der Garung in 
Betracht. 
Interessant ist es, hier die Versuche von Godlewski}) iiber 
den EiweiBabbau bei der intramolekularen Atmung von Samen 


1) F. Godlewski. Bulletin international de l’académie des scienes 
de Cracovie. 1904, 115. 








SBI Ryman etey 











Fi 


PRR 








Uber die Stickstoffernihrung der Hefe. 159 


zum Vergleich heranzuziehen. Godlewski gelang es, die intra- 
molekulare Atmung von Lupinensamen, die arm an Kohlen 
hydraten und reich an Eiweifstoffen sind, durch Zusatz von ver- 
girbarem Zucker zu steigern. Er beobachtete bei seinen unter 
aseptischen Vorsichtsmafregeln ausgefiihrten Versuchen  tief 
greifende Zersetzungen eines Teiles der EiweiBsubstanzen der Lu 
pinensamen. Dabei trat der Stickstoff der zersetzten Eiweibstoffe 
vorwiegend in Form yon Aminosiuren auf. Auch dadurch wird 
also ein neuer Zusammenhang zwischen den Vorgiingen bei der 
intramolekularen Atmung und denen bei der Hefegirung her 
gestellt. 


Kigene Versuche. 


I. Abschnitt. 


Die Girwirkung verschiedener Hefe bei verschiedener Stickstoff- 
quelle und Stickstoffkonzentration. 


Bei der Vergiirung von Zuckerlésungen mit verschiedenen 
Stickstoffquellen und in Gegenwart von Niahrsalzen zeigte sich, 
da8 nicht nur die Art der Stickstoffquelle sondern auch deren 
Konzentration von gesetzmafigem EinfluB auf die Schnelligkeit 
des Giirverlaufs war. Gewahlt wurden fiir diese Versuche das 
Pepton als Repriisentant der héheren, das Leucin als Repriisentant 
der niederen Eiweifizerfallprodukte, dazu das zur Hefeernaéhrung 
haufig vorteilhaft befundene Asparagin und schwefelsaures Ammo- 
niak als mineralische Stickstoffquelle. 

Die beobachtete GesetzmiBigkeit, die zuerst bei der Vergiirung 
mit Logos-Hefe gefunden wurde, war: 1. fiir das Pepton ein be- 
schleunigter Girversuch mit steigender Stickstoffgabe; 2. fiir das 
Leucin ein verlangsamter Girverlauf mit steigender Leucinmenge 
von einer gewissen Leucinkonzentration mit optimalem Giarverlauf 
an, von dem aus nach unten natiirlich wieder ein Abfall im Gir- 
verlauf zu verzeichnen sein mubte, bis schlieBlich infolge Mangels 
an Stickstoff gar keine Giirung mehr zustande kommt; 3. fiir das 
Asparagin ein ahnlicher Einfluf wie fiir das Leucin, doch mit we- 
niger ausgeprigter Wirkung; 4. fiir das schwefelsaure Ammoniak 
ein noch weniger starker, dem Leucin und Asparagin analoger, Ein- 
flu8 bis zu einem Punkte schon recht hoher Stickstoffkonzentration. 
Diese wurde nur beim schwefelsauren Ammoniak und nicht beim 
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Leucin oder Asparagin verwandt, so da$ hier wohl als Folge der 
osmotischen Hinderung plétzlich stark ausgepriigter Abfall im Gar- 
verlauf zu verzeichnen war. 

Die beobachtete GesetzmiBbigkeit weiter zu verfolgen, schien 
aus mancherlei Griinden lohnend. Erstens wurde durch den 
Wechsel in der Wirkung verschiedener Stickstoffkonzentration 
deutlich gemacht, daB man sich bei der Priifung verschiedener 
Stickstoffquellen in ihrer Wirkung auf den Giirverlauf nicht mit 
ein paar Versuchen und wenigen Konzentrationen zu begniigen 
hat. Man darf also nicht, wie das so hiufig geschieht, einfach 
aussagen, eine Substanz wirke giinstig oder ungiinstig auf die 
Girung als Stickstoffquelle der Hefe. Leucin wirkt z. B. bei hé- 
herer Konzentration ungiinstig, bei niederer dagegen giinstig. — 
Weiterhin mubte die Frage entschieden werden, wie sich verschie- 
dene Hefen verhalten, ob etwa ganz andere Einfliisse der Stick- 
stoffkonzentration mit verschiedenen Hefen zutage treten; und 
schlieBlich war noch der Versuch zu machen, die Ursache in der 
Wirkung verschiedener Stickstoffquellen auf den Giarverlauf zu 
finden. Hier wurde schon eine Frage von ziemlicher Schwierig- 
keit gestreift. Es sollte eine Relation gefunden werden zwischen 
der Erniihrung der Hefe einerseits und der Wirkung der Hefe als 
zuckerzersetzendes Mittel anderseits oder, wie Duclaux sich aus- 
driicken wiirde, zwischen der vegetativen Hefe und der giiren- 
den Hefe. Da8 die Zahl gleichbeschaffener Hefezellen einen Ein- 
fluS auf die Schnelligkeit der Girung hat, da sie mit steigender Zahl 
auch steigende Wirkung hat, ist bekannt. Dazu kommt aber auch 
in unserem Falle ein nicht nur mégliches, sondern sehr wahr- 
scheinliches Schwanken im Stickstoffgehalt der Hefe, mit dem, wie 
vorher erértert, ja die Girkraft zunimmt. Beide Faktoren zu- 
sammen muBSten aber gepriift werden; nur aus der Kombination 
beider konnte sich ein Bild von dem Einflu8 der Stickstoffnahrung 
auf die Girwirkung der Hefe bei minimaler Einsaat ergeben. 

Um zuerst der Verallgemeinerung fiir verschiedene Hefe ge- 
recht zu werden, wurden Pepton- und Leucin-haltige Lésungen, 
bei denen das klarste Bild des Konzentrations-Einflusses gefunden 
worden war, auBer mit Logos-Hefe noch mit Frohberg-Hefe, 
die weniger klar verlaufenen Vergiirungen verschiedener Konzen- 
trationen von Asparagin und schwefelsaurem Ammoniak mit Froh- 
berg- und Weinhefe, Typus Oppenheimer Kreuz, vergoren. 
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Die GesetzmaBigkeit wurde im selben Sinne wiedergefunden. 
Da8 im einzelnen eine verschiedene Wirkung verschiedener Hefe 
auf die genannten Stickstoffquellen zutage trat, war von vorn- 
herein zu erwarten. Daraus ergeben sich dann wieder gewisse 
Beobachtungen, itiber die Giirwirkung verschiedener Hefen auf 
Nahrlésungen von verschiedenem Stickstoffgehalt. 

Weiterhin wurde der Einflu8 von kombinierten Stickstoff- 
quellen auf die Girwirkung gepriift, wobei sich, wiederum als all- 
gemeine Gesetzmibigkeit, die Tatsache herausstellte, daB die Kom- 
bination verschiedener Stickstoffquellen die Girwirkung auBer- 
ordentlich steigert, da8 auch Stickstoffquellen, die allein einen 
langsamen Girverlauf zur Folge haben, kombiniert mit anderen 
derselben Wirkung weit giinstiger wirken, selbst wenn die Summe 
des gebotenen Stickstoffs nicht vermehrt worden war. In solchen 
Fallen war auch der Stickstoffgehalt der Hefe am Ende der Ga- 
rung, der ja allein ermittelt werden konnte, ein auffallend iiber- 
einstimmender. 


Experimenteller Teil. 


I. Vergirung von Zuckerlésungen mit verschiedenen 


Stickstoffquellen und Konzentrationen. 


Die Versuche wurden alle mit einer 15°/j)igen Zuckerlésung 
angestellt. Als Nihrsalze wurden 0,75 KeHPO,, 0,1 g MgSO,, 
NaCl und FeSQ, als Spur pro L. geboten. Die Impfung geschah 
immer mit derselben Platinése. Alle Girflaschen, die zu einer 
Versuchsreihe gehérten, wurden zu gleicher Zeit sterilisiert, und 
dieselbe Zeitspanne zur Liiftung stehen gelassen. Die geimpften 
und mit Girverschliissen versehenen Flaschen wurden auf einer 
Wage, die 0,1 g genau anzeigt, gewogen und am Anfang, wihrend 
der Angirung und Hauptgiirung tiglich — mit Ausnahme von 
Sonntag, — bei der langsam verlaufenden Endgiirung zwei oder 
ein Mal die Woche gewogen. Denn der Einfluf® der Stickstoff- 
nahrung war besonders bedeutsam, so lange noch nicht die Menge 
des gebildeten Alkoholsaufdie Wirkung der Zuckerzersetzung, d. h. 
die yom Alkohol wenig gehinderte Wirkung des Giérenzyms, von 
bedeutendem Einflu8 war. Alle Girflaschen wurden im gut re- 
gulierten Brutzimmer auf derselben Hohe bei 23° gehalten. 
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Das Volumen der vergorenen Lésungen war immer 250 ccm, 
wodurch geniigende Genauigkeit sowohl wie Handlichkeit garan- 
tiert wurde. Doch wurden die Resultate der Klarheit wegen auf 
ein Liter Nahrlésung umgerechnet. 

Die Konzentration der verschiedenen Stickstoffquellen wurde 
so eingerichtet, daB nicht die Mengen der Stickstoffquellen, son- 
dern ihr Stickstoffgehalt sich entsprachen. So kommt z. B. auf 
3 g Leucin pro 250 ccm Lésung 1,122 g des Pepton, mit einem 
durch Analyse ermittelten Stickstoffgehalt von 14,2°/o, 1,718 g 
Asparagin + HzO und 1,513 g. Schwefelsaures Ammoniak, 
alle mit 0,321 g Stickstoff. Die Konzentrationssteigerung oder 
Verminderung war in allen Fillen eine sich verdoppelnde. 


Die folgenden Tabellen (Seite 163 bis 184) enthalten die 
Resultate. 


A. steht fiir Logos-Hefe. 
Pepton-Logos-Hefe Al. Leucin-Logos-Hefe A. 2. Asparagin- 
Logos-Hefe A 3. (NH,)2S0, Logos-Hefe A. 4. Leucin aus 
Melasse-Riickstainden A. 5, 

B. steht fiir Frohberg-Hefe. 
Pepton- Frohberg-Hefe B. 1. Leucin-Frohberg-Hefe B.2. As- 
paragin-Frohberg-Hefe B. 3. (NH,)2SO, Frohberg-Hefe B. 4. 


C. steht fiir Weinhefe. 

Asparagin-Weinhefe. C. 3. (NH,)2SO, Weinhefe. ©. 4. 

Um die Resultate iibersichtlich zu machen, sind sie dann in 
Koordinatensysteme eingetragen, die mit denselben Merkmalen be- 
zeichnet sind. Besonders bei Betrachtung der so erhaltenen Kur- 
ven treten die GesetzmiaBigkeiten klarer hervor. 

1. Beim Pepton zeigt sich ein ganz regelmabiger Abfall in 
der Schnelligkeit des Girverlaufes mit abnehmender Stickstoff- 
konzentration. Die Schnelligkeit der Vergiirung einer 15°/pigen 
Zuckerlésung nahm bis zu einer Stickstoffgabe von 10,27 g pro 
Liter zu, bei der Logos-Hefe schon nach sechs Tagen Vergirung 
erreicht hatte. Bei 5,14 g Stickstoff pro Liter braucht Logos- Hefe 
schon neun Tage und Frohberg-Hefe 21 Tage. 

Ganz ausgepriigt ist die durch Logos-Hefe im Vergleich zu 
Frohberg-Hefe entfaltete gréBere Giirungsenergie bei allen ge- 
priiften Stickstoffkonzentrationen. 


(Fortsetzung Seite 185.) 
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Pepton. 
Girverlauf in g. CO, per Liter. 
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Logos-Hefe. 











g Pepton per 1 


g Stickstoff per 1 


71,80 | 35,90 | 17,95 | 8,972 


ar | 


19 | 


| 4,488 | 





10,27 | 5,14 | 2,568 | 1,284 | 0,642 | 





Anzahl der Tage | 


— — 
Nreoe@rnoavurhk ODO 


a) 
~- 


15 


20 


30 


32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 


45 
46 
47 





0,0 


43,6 | 
56,8 | 
65,2 | 


0,4 


3,2 


32,0 | 


45,6 


| 63,2 | 


65,2 


0,4 | 
| 0,4 ‘ 
i> | ea 

20,0 | 18,8 

31,6 | 28,8 
| 42,8 | 35,2 

50.8 " 
| 57,2 | 46,0 
60,4 51,2 
| . | 543 
| 62,4 ° 
| 63,6 | 61,6 
| 63,6 | 63,2 
63,6 ‘ 
| 64,0 | 65,2 
| . . 
66,0 
66,4 
66,8 

69,2 
69,2 
69,2 


. 





2,0 
4,8 
16,4 
22,4 


31,6 
37,2 
41,6 


50,8 | 


54,8 


61,2 | 


63,6 
64, 0 
64.4 


64,4 


64,4 | 


64,4 


64,4 


0,321) 


63,6 
64,0 
64,4 


64,4 
64,8 


2,244 | 1, 122 | 0,561 


0, 161 9,0803 


5,2 
5,6 
7,6 
9,2 

11,2 

14,0 


| 18,0 


20,4 
22.) 


23,6 
26.0) 
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B. 1. Pepton. Frohberg-Hefe. 
Garverlauf in g. CO, per Liter. 





35,90 | 17,95 | § oo ss ad 0,561 | 0,281. 





g Pepton per | 





g Stickstoff per 1 5,14 | 2,568 | 284 | [0.642 | 0.881 [0 0,0401 





| 





0,0 


0,0 | 
0,0 
0,0 | 
2,4 | 
6,0 
9,2 


Anzahl der Tug | \ 
or en 


15,6 
18,4 | 
21,2 

24,4 

26,0 | 22, 
27,6 | 


31,6 
82,0 | 24, 
33,2 


34,0 | 








34,8 
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g Pepton per 1 | 35,90 | 17,95 | 8,975 | 4,488 | 2,244 |1,122 [0,561 | 0,281 





g Stickstoff per 1 | 5,14 | 2,568 | 1,284 | 0,642 | 0,321 |0,1605/0,0803] 0,0401 


| } ! 
51 | 
52 ay OM | 35,6 . 14,4 
53 ‘ | i | 60,4 | ‘ 28,8 26,8 

| } } 


54 
55 
56 
57 


7 | 60,4| . | 30,8 | 27 
58 | 
| 
| 


Anzahl der Tage 


59 . ° . i 
60 ‘ « PUD « 
61 

62 
63 
64 * | «* 62,4 | : 
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g z Pepton per 1 | 35,90 17,95 | 8,975 | 4,488 | 2,244 |1,122 {0,561 [0,281 


g Stickstoff per! 514 | 2,5 568 1, 284 0,642 | 0 0,321 Fe en 





104 
105 
106 
107 
108 
109 
110 
111 
112 
113 
114 
115 . , : a oe a 
116 ee : 47,6 | 47,6 | 43,2 | 


Anzahl der Tees | 








Synthetisches Leucin. Logos-Hefe. 
Garverlauf in g. CO, per Liter. 





g Leucin per! | 12 | 6 | 3 | 1,5 | 0,75 | 0,375 [0,188 


g | Stickstoff per 1} 1,284 | 0,642 | 0,321 | 0,1605 | 0,0803 | 0,0401 | 0,0201 











| 


0,0 
0,8 
2,8 


0,8 
1,2 


| 
| 
| 
| 
| 28 


a 
i") 
s 
_— 
he 
2 
~~ 
a 
s 
N 
= 
< 


6,0 | 5,2 
7,2 | 5,6 
7,6 | 6,4 
88 | 7,2 
10,0 | 8,0 
12,0 | 9,2 


CDOIAP Nm Oe 


16,0 | 11,6 
16,0 | 11,6 
20,0 | 15,2 
21,6 | 16,0 
23,2 | 16,8 
24,4 | 17,6 
25,6 | 19,2 
27,2 | 19,2 
28,8 | 19,6 
29,6 | 20,0 
30,4 | 20,4 
32,4 | 21,2 
33,6 | 22,0 








35,6 | 23,2 
36,8 | 28,2 
38,4 | 24,4 
39,2 | 24,8 
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g Leucin per | 12 | 6 | 3 | 1,5 | 0,75 





g Stickstoff per 1 | 1,284| 0,642| 0,321 | 0,1605 | 0,0803 | 0,0401 








33 52,4 60,0 56,4 | 66,4 * 40,8 
34 54,4 , 61,2 | 58,8 . a | 41,6 
35 } | 
36 | 56,8 | 64,4 | 61,6 r ; | 43,6 
37 59,2 64,4 62,4 ‘ ‘ 44,8 
38 60,4 ‘ " é 46,0 
39 61,6 | i ° . e 47,6 
40 62,4 1. é ‘ és 48,6 
41 8 « : 49,2 
42 
43 r ‘ ‘ ‘ ‘ 51,2 
44 " ‘ ‘ ‘ ‘ 51,6 
5 P ‘ . ‘ ‘ 52,0 
5 ‘ ‘ a ‘ 52,8 
47 a P : ‘ 54,0 
48 ‘ ‘ . = ‘_ 54,4 


Anzahl der Tage 


51 ee ; ; ; 56,4 
56,8 
58,4 
58,8 
58,8 





60,8 


60,8 





62,0 





62,8 
63,9 


64,0 


Othe COP 


-~1 & 


~1- 


=I 
— 


ERSLE 
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. 8B Leucin per 1 


g! Stickstoff ft per | l 


87 
88 
89 
90 
91 
92 
93 
94 
95 
96 
97 
98 
99 
100 
101 
102 
103 
104 
105 
106 
107 
108 
109 
110 
111 
112 
113 
114 
115 
116 
117 
118 
119 
120 
121 
122 
123 
124 
125 


Anzahl der Te 


B. Ss. 


Girverlauf in g. CO, per Liter. 





2 | 6 





| 3 | 15 


0,75 | 0,875 | 0,188 





1.284] 0,642 0,32 | 








6, 1605 


0,0803 | 0,0401 | 0,0201 





| 
| 
| 








| 


' 


Leucin. 





| 67,6 





69,6 





70,8 | 


52,0 


2 


54,0 


54,0 


55,2 


56,0 


57,2 


Frohberg-Hefe. 








g Leucin per | 





g Stickstoff per 1 


12,0 | 6,0 | 


1,284| 0,642 0,821 | 0, 0, 1605) 0,0803| 0,0401) | 0,0201| 10,0100 








1 
2 


Anzahl 
der Tage | 





3 
4 
5 











3,0 | 


1,5 | 0,75 | 0,385 0,188 |0,094 








0,0 
0,0 





0,0 | 


0, 
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g Leucin per 1 12,0 | 6,0 | 3,0 | 1,5 
g Stickstoff per | 


0,75 | 0,385 | 0,188 (0,094 


| 





1,284 0,642| 0,821) 0,1605) 0,0803, 0,0401 0,0201 0,0100 





6/00 . | 00) 00] . 00 00) O04 
‘ 
8 0,0 .- & 1,2 0,0 2,8 1,6 0,8 
9 0,4; . 16! 2,0 0,4 3,6 16) 0,8 
10 12; . | 3,2 3,6 2,0 5,6 2,4 1,6 
11 1,2 | «6 5,2 4,0 6,8 2,4 2,0 
12 20; . | 44] 5,6 6,0 8,0 28 | 2,4 
13 24; . | 48] 68 . | 92 2,8 
4]. : eS 

15 40; . | 64) 88 | 10,4) 12,0 44 3,6 
16 4,0 ‘ ) 9,6 | 11,2 12,8 4,0 
17 ; 10,4 | 12,8) 13,6 4,4 
18 5.2; . | 9,2! 11,6 | 13,6 | 14,8 5,! 4,8 
19 , 12,0 | 14.4 16,0 j 5,2 
20 ; 13,2 é 17,2 ; 6,0 
1) ~« el . | 16,0 

22 76)\ « | 14,4] 16,8 | 18,0 ‘ 6,4 
23 ; — | . | 17,6 | 18,8 ‘ 6,4 
24 a a 14,8 | 18,4 | 19,2 ‘ 6,4 
25 — 15,2 | 19,2 | 20,0 6,8 
26 ea . | 19,2 | 20,8 6,8 
27 A: 16,4 ‘ 21,2 7,2 
28 : — . | 20,8 

29 od 16,8 . | 22,8 
30 ‘ - 1 17,2 | 21,2 | 23,6 
31 4 | 17,6 | . | 24,0 
32 — 188 {| . | 25,6 
33 we Hl 18,8 | 22,4 | 26,0 
34 . | 19,2 ‘ 26,4 
35 = . | 23,2 | 
36 anal 19,2 . | 28,4 
37 : ; 24,0 | 

38 ‘ 21,2 | 30,0 


PRE 
oS 


a= 
on he 
So bo 


39 
40 } 

41 » ae 9234; . | 30,0 
42 
43 | « Ea . | 30,0 
44 .. ce ; 

45 . | 23,2) 2 » 30,4 
46 | 

47 
48 
49 
50 
51 

52 } 3,0 | 27,6 | 
53 “ 
54 | 

55 12,4; . y 28,0 
56 

57 


58 | 18) . | 27,6] 29,2 | 
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| 
| 
| 
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g Leucin per | 


g Stickstoff per ] 


Anzahl der Tage 


59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 
66 
67 
68 
69 
70 
71 
72 
73 
74 
75 
76 
77 
78 
79 
80 
81 
82 





12,0) 6,0 


3,0 


1,284) 0,642! 0,321! 0,1605| 





12,8 


20,0 | 
| 


20,0 | 


28,4 


| 


29,6 


30,8 


32,0 


34,2 


36,0 


40,0 
40,8 
43,6 


44,8 


47,2 





39,2 | 


1,5 


30,0 


32,0 | 


32,4 
36,0 
36,4 
38,0 


40,0 


40,8 


40,8 


42,0 


42,8 


444 | 


0,75 | 0,385 | 0,188 |0,094 


26,8 


29,6 
30,8 
31,6 


32,4 


32,4 


33,2 
33,6 
35,6 


36,0 


36,8 | 


| 37,2 


36,8 | : 


37,6 


| 38,8 


38,8 





40,0 


41,2 





15,2 


15,6 | 


15,6 


| 


19,6 | 


19,6 | 


20,0 | 


- | 20,4 
39,6 | 


20,8 


21,2 


| 
\ 
| 





0,0803) 0,0401| 0,0201|0,0100 


| 144 


14,4 


14,4 


14,4 


14,4 








/ 
: 











em RSE abe cemment eremamrbae 
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g Leucin per | 
g Stickstoff per | 
& 112 

<= 113 

. oan 

= 115 

— 116 

= 117 

= 118 

“ 119 

120 

121 

122 

123 





A. 3. 


12,0! 60) 3,0) 1,5 


0,75 0,385 | 0,188 \0,094 


1,284! 0,642) 0,321 0,1605) 0,0803 0,0401) 0,0201'0,0100 


26,8 ° 48,0; 44,8 


28,8 . | 48,8! 45,2 


Asparagin. 


44,0 ° 24,0 | 14,4 


: ‘ 24,8 14,4 
45,6 | 42,8 


Logos-Hefe. 


Girverlauf in g. CO, per Liter. 





g Asparagin + H,O perl 


g Stickstoff per 1 


Millionen - Hefe- 
zellen per ccm 


13,744 | 6,872 | 
2,568 | 1,284 


16,0 20,5] 21,5 


3,436 | 1,718 0,859 | 0,429 


0,642 | 0,321 | 0,1605) 0,0803 


428 524) 40,2) 244 





+ Tage 


Anzahl det 
OOISBMR SO | 


24 


26 
27 
28 
29 


30 


0,0 
; 0,0 
12> 4,4 


8,0 ; 13,2 0,0 | 
13,2 : 15,2 0,0 
23,6 17,6 0,8 | 
28,8 20,8 é 
36,4 | 23,2 4,0 
41,2 | 26,8 , 


54,0 34,4 
55,2: 368] . 
59,2 424] 18,4 | 
60,8 456| . | 
| 49,21 24,0 
52,0 A 

54,0 | 30,4 
564) . | 

58,8 | 38,0 | 
62,0 | 40,8 | 
632] . | 
66,0} . | 
68,0 | 44,8 | 


70,4 | 46,4 | 








2,8 08 | O04) 10,0 
2,8 1,6 | | 
44 64 80) 16,0 
° “9 ‘ 28,0 
116 14,0 | 16,4 | 32,0 
15,6 18,0) 228 36,8 
19,6 21,2 
. ; : 46,8 
26,8 30,4 | 37,2 | 52,0 
, 33,2 | 42,8 | 54,8 


‘, d A 57,6 
38,8 44,0 | 51,2 60,8 
, + : 62,4 

46,0 51,2 | 58,4 
64,4 


61,2 64,4 
62,0 | 64,4 
‘ 64,8 
64,8 


53,6 | 58,0 | 


59,2 | 62,4 


62,8 62,4 
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g Asparagin per 7 








Anzahl der Tage | 


13,744 | 6,872 | 3,436 | 1,718 | 0,859 [0420 
2,568 zi 1,284 | 0,642| 0, 321 | | 0,1605) 00803 
| | a 
16,0 20,5] 21,5 | 42,8 | 52,4) 40,2 | 244 
— See eee eee ! —————=s 
31 48,8 | 
32 
33 54,8 | 63,6 | 64,0 
34 | 
35 58,8 | 
36 
37 
38 62,0 | 64,8 | 64,4 
39 
| 
40 
41 | 65,2 | 64,4 
42 | 
43 63,2 64,8 
44 
45 
46 
47 63,6 | 
48 
49 | 
50 
51 | 
52 64,0 | | 
Asparagin. Frohberg-Hefe. 
Girverlauf in g. CO, per Liter. 





gStickstoff + + CO, )s perl 1 


” Millionen- Hefe- 
_zellen per ccm 























g g Stickstoff per 1 


g Asparagin + H,0 per! 


13,744) 6,872| 3,426 


0,859 | | 0,429, 0, 214 ‘o, 107 





Anzahl der Tage | | 


1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 


12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 





| 2,568] 1,284] 0,642 





10,0 
10,8 
12,8 
14,0 
15,2 
16,4 


| 
| 


0,4 
| 2,0 
| 2,0 
| 2,0 
2,8 
4,4 
5,2 
7,2 
8,8 


4 
| 11,6 
| 12,8 
| 14,8 | 
| 16,0 | 
| 17,2 
18,4 








1,718 | 

0,321 

1,6] 0,0 
2,0} 0,0 
2,41 0,0 
4,0] 0,4 
6,4] 0,8 
84] 1,2 
10,0] 2,4 
12,4] 3,2 
15,6] 5,2 
16,4] 6,4 
/19,2] 7,6 
20,4] 8,8 
22,0} 9,6 
23,2 | 10,0 





0,8 
2,8 
4,4 
6,4 
8,0 
10,4 
12,4 
13,2 


18,4 
20,0 
22,0 
23,6 
24,8 
26,0 


2,4 | 


4,8 


9, 2 
13,2 
13,2 
14,0 
16,8 


| 20,0 


21,4 
23,6 
25,2 
26,4 


| 27,6 


} 30,4 } 


0, 008 0, 080% , 0, eal 9, 0201 


7,6 


9,2 
10,0 
11,2 
12,0 
12,8 
13,6 
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g Asparagin + H,0 peri 


13,744) 6,872| 3,426] 1,718 


0,859 | 0,429 (0,214 0,107 





g Stickstoff per | 


2,568 





1,284| 0,642 0,321 


0,1605! 0,080310,0 





i 


Anzahl der Tage 





21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 
66 
67 
68 
69 
70 
71 
72 
73 





18,8 
20,0 
20,4 
21,6 
22,8 
24,4 


25,6 
26,4 
26,8 
27,6 
28,8 
29,2 
30,4 
31,2 
31,6 
32,8 
33,2 
33,6 
35,6 


35,6 
37,6 
38,0 
39,2 


| 20,8 
| 21,6 | 
| 22,8 | 
| 24,0 
| 25,2 | 
| 26,4 
| 27,2 | 
| 28,0 | 
| 28,4 | 
| 29,2 | 
| 80,4 
| 30,4 | 
> | 
| 31,6 | 
| 32,0 | 
| 82,4 | 
| 33,6 
| 33,6 | 
| 34,0 | 


| 36,0 | 
360 | 

| 
36,4 | 
37,2 | 


38,0 | 





24,8 
25,6 
26,0 
26,4 
28,4 
29,6 


30,8 
31,2 
31,6 
32,4 
33,2 
34,0 
34,8 
35,2 
36,4 
37,6 
37,6 
38,0 
39,6 


39,6 
40,8 
41,2 
42,0 


39,2 | 38,4 | 42,8 


41,2 |: 


| 
| 
| 
| 


41,2 | 39,6 | 44,0 


41,2 


42,0 


42,0 


40,8 





45,6 





12,0 
13,2 
13,2 
14,4 
14,8 
17,6 
16,4 
16,8 
16,8 
17,2 
18,0 
18,4 
19,2 
19,6 
20,0 
21,2 
21,6 
22,0 
22,8 


22,8 


24,0 


26,0 
26,0 
26,0 


26,4 





| 44,4 | 


28,4 
29,2 
29,6 
30,8 
31,6 
32,8 
34,0 
34,4 
34,4 
35,2 
36,0 
36,0 
36,8 
37,6 
38,4 
39,6 
40,0 


1,6 
41,6 
42,8 
42,8 


43,6 





401/0,0201 
312 | 15,2 
| 32,0 | 15,6 

33,2 | 16,4 
34,0 | 17,2 
34,4 | 18,0 
- | 18,4 
35,2 | 
35,6 | 19,2 
36,0 | 19,6 
| 86,4 | 19,6 
| 37,2 | 20,0 
38,0 | 20,8 
- | 20,8 
38,4 | 
38,8 | 21,6 
38,8 | 21,6 
| 40,0 | 22,0 
40,4 | 23,2 
40,4 | 23,2 
. | 23,2 
42,0 | 
42,0 | 24,8 
42,4 | 
. | 248 
43,2 | 
. | 26,0 
44,0 | 
| . | 26,4 
| 44,0 | 
. | 26,8 
| 
45,6 | 
- | 28,0 
46,0 | 
. | 28,4 
46,0 
. | 28,4 
47,2 
. | 28,4 
48,0 
= 28,8 


48,8 
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g Asparagin + H,0 per | 


g Stickstoff per 1 





13,744] 6,872| 3,426 1,718 


0,859 | 0,429 (0,214 {0,107 








Anzahl der Tage 


86 


91 
92 
93 
94 
95 
96 
97 
98 
99 
100 
101 
102 
103 
104 
105 
106 
107 
108 
109 
110 
111 
112 
113 
114 
115 
116 
117 
118 
119 


121 
122 
123 
124 
125 
126 


42,8 
44,8 
44,8 
45,6 


46,0 
46,0 


46,0 


54,0 


54,0 








| 
41,2 | 46,0 


43,2 47,2 
43,6 | 49,2 
44,4 | 50,0 
45,2 | 50,4 
45,2 52,0 
| 

. | . 
46,0 | 52,0 
47,2 | 55,2 
51,2 | 56,0 

° | e 
52,4 | 57,3 
54,0 | 58,4 

55,2| . 
59,6 











2,568) 1,284) 0,642] 0,321 


979 


24,2 


30,0 


30,8 


0,1605) 0,0803 0,0401|0,0201 








| 
| 








57,6 


63,2 


| 48,4 | 


53,2 


54,0 
54,8 


54,8 


56,4 


. | 60,0 
56,8 | . 


61,2 


62,4 


63,2 





28,8 


30,8 


32,0 


32,8 


33,6 


39,6 
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C. 3. Asparagin. Wein-Hefe. 
Girverlauf in g. CO, per Liter. 





g Asparagin + H,0 per! | 13,744 | 6,872 3,426 | 1,71810,859 | 0,429 pte | (0,107 


g Stickstoff per 1| 2,568 | 1,284 | 0,642 | 0, 0,321 0,160) 0, 0803)0, 040110,0201 


lage 


r 


‘ ‘ ‘ Pe 2,0 
1,6 n 0,8 , 5,6 
5,2 ‘ 3,2 3,6 8,8 
8,4 “ 6,8 s 12,0 
13,2 p ‘ 10,8 ‘ 14,4 
18,0 ) J 14,8 ; 17,6 

21,6 | 3 rl 17,6 | 2% 19,6 

25,2 | 24,! m 21,2 . 4 

27,2 | 280); . | 24,4] 30,8 | 23,2 

P — oe . ‘ 24,4 

30,0 | 3% . | 29,6 | 38,8 | 26,8 

30,8 | . | 31,6] 4 28,4 

32,4 | 36 . | B44] 46,4 | 30,0 

33,6 | 37,6 . | 36,0] 50,4 | 31,6 

34,8 |  o¢ |) ae R 

36,4 | : . | 39,2 | 56,0 | 35,2 

. mus i P ‘ 36,4 
38,8 . | 42,41 61,2 | 36,8 

40,0 | 4 . | 424 | 63,6 | 39,6 
41,2 | 4: . 42,8] 64,8 | 40,8 
43,2 | 45,2, . | 44,0] 66,4 | 42,8 | 
44,8 - ae 44,4 P 
46,8 ; s 46,0 P 44,8 

° . ° ‘ 46,0 

48,8 | i ‘ 47,2 ‘ 46,8 

50,8 | 5 ; 48,0 ° 47,6 
51,6 | 5s . | 4847 . | 48,8 | 

52,4 | 5 Dg 50,0 ‘ 49,6 | 
55,23 | { a 51,2 ° —_ 

56,4 ; js 51,6 ‘ 52,0 | 
é | « 51,6 ‘ 52,4 | 

58,8 | . ‘j ; 53,2 

60,0 | 59, é 55,2 é 54,0 

61,2. 6 , 55,6 ‘ 55,2 | 

63,2 6: . | 5847. | 55,6 | 

64,0 | 6 . | 5s92y. — 
64,8 ; . | 60,0 ; 58,0 


Anzahl der 


68,0. : 3,: . 1 58,4 | 


68,0 
59,6 | 


704/ . ’ | 6721 . | 604) 


712) . | . 1696) . | 61,2| 
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& Asparagin + H,0 per 1 | 13,744 | 6,872 | 3,426 | 1,718 |0,859 [0,429 |0,214) 0,107 
g Stickstoff per 1 | 2,568 | 1,284 | 0,642 | 0,321 '0,1605|0,0803)0,049| 
= = = = ————— —= ee ; 








0,0201 














51 - | 72,4] 
52 72,8 ‘ 
53 
54 
55 | 
56 | 
57 ‘ ‘ ; , 
58 ‘ | 73,2 A , 73,2 
59 P ’ ‘ : 
60 74,4 ‘ 71,6 

61 ‘ oe 

62 . 
63 74,8 
64 . 
65 . ‘ 
66 766 | . | 72,4 
67 , 74,4). 
68 
69 A Bg “ 
70 75,6 ‘ 72,4 
71 ‘ 74,4). 
72 ‘ . 54 
73 75,6 75,4 | 72,8 
74 ‘ H : 
75 


| 
| 
76 — : ; . |. 1684} 


— 70,8| . |620; . 

70,8 | rf . | ms 
- | 
| 


Anzah) der Tage 


23,2 
23,6 


65,6 | 
| | 23,6 
65,6 
| | 24,8 


~1 
-- 
= 


77 a 
78 . |r 
79 | 

80 
81 
82 
83 
84 
85 
86 
87 
88 
89 
90 
91 | 
92 

93 | | 
04 , — eet 
95 
96 
97 
98 
99 
100 
101 
102 
103 





30,0 


| 30,0 





32,4 
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g Asparagin + H,0 per] 


13,744 | 6,872 | 3,46) 1,718 |0,859 (0,429 (0,214) 0,107 





g Stickstoff per | 





Anzahl der Tage 


A. 4. 


104 
105 
106 
107 
108 
109 
110 
111 
112 
113 
114 





| 
| 
| 


| 
| 
| 


Schwefelsaures Ammoniak. 
Girverlauf in g. CO, per Liter. 


2,568 | 1,284 | 0,642| 0,321 |0,1605 0,0803)0,049| 0,0201 





Logos-Hefe. 





g (NH,)280, 


per | 


12,104 | 6,052 | 3,026 | 1,513 | 0,757 





g Stickstoff per 1 
Millionen - Hefe- 


| 
| 


0,378 


2,568 | 1,284 | 0,642 | 0,321 |0,1605| —0,0803 


| 


| 
| 




















zellen per ccm 17,4 | 20,0 | 37,6 | 16,4 20,0 40,4 
e 1 | | 
& 2 
_ 38 
Ss 4 0,0 | 00 > 16 
—~ 51] 0,0 | 0,4: 80 
ir 6 1,2 | 2,8 ° 16,0 
| ‘ 
< gs] 52! 00] 36 | 08 | 00)! 88 : 296 
9 5,6 | 2,8 6,4 2,8 2,0 | 12,8 : 31,2 
10 7.6 | 83 | 92 | 52 | 36 | 17,6 | 36,4 
11 88 | . fee Pe : 20,8 § 40,8 
12 | 104 | 88 | 136 | 108 | 80 | 25,2 45,2 
13 | 124 | 11,6 | 160 | 12,0 92 | 30,0 | 50,0 
14 . | 184 | 184 | 17,2 | 13,2 | ; 
15 | 168); . S es . | 38,0 | 60,0 
16 | 17,2 | 236 | 22, = . 18,4 | 41,2 | 61,6 
17 | 21,2 | 27,6 | 29,2 | 284 | 20,4 | 44,8 | 67,6 
is | 228 |. . iw b> |e toe 
19 | 24,8 | 34,4 | 36,4 | 35,6 | 26,0 | 50,4 
20 | 24), . ; . | -— 2 oe 
21 | 27,2 | 39,2 | 428 | 42,0 | 27,6 | 
22 | 292] . é é ; 58,8 
23 | 30,4 | 448 | 484 | 48,8 | 36,0 | 59,6 
24 | 316 | 484 | 51,2 | 508 > . | 596 
25 | 33,2 ei. wees | 62,0 
26 | 34,8 a a woe 62,4 
27 | 36,0 | 52,4 | 54,0 | 53,6 | 42,8 | 62,8 
28 | 
29 | 38,0 54,0 | 56,0 | 54,5 | 44,0 | 64,4 
30 | 39,6 | 544 | 58,0 | 56,4 | 466 | 
31 | 42,0 55,6 | 59,6 | 58,8 | 47,6 
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g (NH,)2S0, per 1 


g Stickstoff per 1 


Millionen - Hefe- 
zellen per ccm 


Anzahl] der Tage 


32 
33 
34 
35 
36 
37 

38 
39 
40 
4] 

42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 
66 
67 
68 
69 


76 





2,568 


42,8 
44,0 
44,8 


47,2 
48,4 
49,2 
50,4 
51,2 
52,4 
53,6 
54,4 
54,8 
55,6 
56,0 
56,8 
57,6 
57,6 
58,0 
59,2 
59,2 
59,6 
60,8 


60,8 


60,8 


61,6 


61,6 


61,6 


61,6 


61,6 





1,284 | 0,642 | 0,321 


17,4 


59,2 


62,0 
63,2 


64,4 


20,0 


62,0 
63,6 


66,0 


66,4 


37,6 


60,0 


61,6 


62,8 


64,0 


12,104| 6,052 | 3,026 | 1,513 | 0,754 


| 0,1605 | 


16,4 
51,6 
54,8 
55,6 
58,5 


64,0 


64,4 


0,378 
0,0803 


20,0 | 40,4 
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g (NH,280, per 1 12,104 | 6,052 | 3,026 | 1,513 | 0,754 0,378 





g Stickstoff per 1 | 2,568) 1,284 | 0,642 | 0,321 | 0,1605| —0,0803 


Millionen- -Hefe- 

zellen_ per cem | 17,4 | 20,0 | 37,6 | 164 | 20,0 : 40,4 
83 | 61,6 | 
84 
85 
86 | 61,6 
87 
88 
89 61,6 
90 
91 
92 
93 62,4 
94 
95 
96 | 63,2 | bis zum 121. Tage. 


Anzahl der Tage | 








B. 4. Schwefelsaures Ammoniak. Frohberg-Hefe. 
Girverlauf in g. CO, per Liter. 





g (NH,)280, per 1 | 24 208] 12,104|6,052]3 ,026|1, 513| 0,757 | 0,378 | 0,189 | 0,095 ene | 0,028 








g “g Stickstoff per L 5,136 2,568|1, 284 0,643 0, $21) 9, 1605 0 0,0808 0,0401 0,0201 | 0, 0,0100) 0,0050 











o 

23 

° 4 

S 4 0,0 | . | 0,4] 0,4 0,0 | 00, . | 0,4 

= 5] . 100) . | 1,6] 0,8) 04) 0,4) 2,0) 0,8 | 

= 6]. 100) . | 20108 0,4 Pq 2,4| 1,2 | 

= 7 . 100) . | 3,2} 1,2) 1,2 3,6/| 1,6 | 

= § | 00/00) . | 4,8] 2,0 1,6 33 6,0| 1,6 
9] . | 04) . | 60) 24) 3,2) 48) 7,6) 1,6 | 
10 | 04/08! . | 7.61 32 36! 64) 80) 20 0,4 
11 . 112) . | 84) 44) 4,4) 7,6/ 10,0) 3,2 | 
12} 12). /.]. 156) 56) . J|1n2! . | 1,2 
13 | . | 20). [1n2)./ . | 9,6113,2) 3,6 1,2 
14 | 24] 24 | 12,0] 6,8, 7,2)108| . | 4,0 
6] . 132! 13,2| 7,6) 8,0) 124/148) 4,8) . | 1,2 
16 | . | 36) 14,8] 8,4, 9,6| 13,6 | /16,0/ 4,8) . | 1,2 
17 | . | 44. . [15,6] 8,8 10,4 | 14,4 152/48) . | 1,6 
18 | . | 4,8! . [16,4] 9,2) 11,2) 15,2)164/ 5,2) . | 24 
19 | 7,2] . ~ |. ]10,0) 11,6) 17,2) . . | 24 
20 | . 15,2 18,4] . - 1268! . | 6,0 | 
21 . | 6,0 19,2]10,8) 13,2 | 17,6 | 20,8, 6,4 
22 | 8,4] 6,0 19,6]12,0) 14,0 18.4 | 21,6 | 64] . | 2,8 
23 7,2 20,8]12,4/ 14,4/19,6/228'7,6|) . | 2,8 


24 | . 17,6) . 121,6/13,6 15,2! . | 23,6! 7,6 
25 | 9,6] 8,0 | . |22,0]14,0 15,6 | 20,8 24,4 | 8,0 
%@}.]. |. 4]. (148/168! . | 25,2) 

: ‘ . | . (206) . | 8,0 . | 32 
28 |11,2| 9,2 | . }22,8]14,8 17,2 | 21,6) 26,0) 8,4 





rw 
~ 
@ 
® 
& 
@ 
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g 5 (NH)? 80, per | | 24,208 12,104|6,052 =e 513| 0,757 jose jo,ts9 (0,095 | 0,047 | 0,028 
& ‘Stickstoff per 1 | 5,136 r 0,0401 0,0201| 0,0100| 0,0050 
g 29 9,2 | oe ashe! 26,0) . | 3,2 
& 30 9,6| . |23,2/15,2| 17,6 | 22,4 | 26,4 84) | 
. 31 | . | 104) . [24,0/15,6 17,6/ 228/268, . | . | 4,0 
S 32 |13,2] 10,8) . }24,0/16,4) 18,4 | 29,8) 27,2 9,2 
<a «ea - [16,4 18,4) . 27,6] | 4,0 
4 3 11,2| . jaa). | . |23,6| . 10,0) 
= 35 11,6 24,8]16,8) 18,8 | 23,6 28,0 | 10,4 
< 36 11,6| . |24,8]16,8| 18,8 | 24,0 | 28,0 | 10,4 | 
37 12,8) . |26,0/16,8) 19,2 | 24,8 | 28,8 | 11,6 
38 |. | 13,2) . |26,0/17,6) 20,0 | 24,8 | 29,6 | 11,6 | 4,0 
39 | 17,2]13,2| . |26,0]17,6) 20,4 | 25,2 | 29,6 | 11,6 | 
ao} .]. | ; 18,0) 20,4 | 30,0 } | 
41] . [14,8) . |27,6] . 26,4| 128) . | 4,0 
42 |20,4] . | ; 18,8 21,6 | 30,8 
43 | . [14,8 . |27,6 | 26,4 | 12,8 
44 | |i8si2i6) . |308| . | 4,0 
4 | oa e. | 
46] . |148| . [27,6]. | . (264) . |12,8 
47 21,2] . | . |18,8) 21,6 312] . 4,0 
48 | . /15,6/ . [27,6]. | . |268/ . (13,2) | 
49 ; . |19,2) 21,6 | 31,6 | 
50 | . |160; . j2a4) . | . |o72/ . |13,2) | 
51] 23,2) . | - 119,2/21,6| . (32,0) . | 4,8 
52} .]./]. ead. | . j97,2] . 11383) 
53 | . | 16,4) . 119,2) 22,0; . | 32,4 
54 23,6] . | pe j | 4,8 
55 
56 | 
57 | 236/168, . }288) . | . |284) . |140 
58]. a . }20,0;228; . | 32,8] . | 5,2 
59 | | | | 
60 | . 1168; . j288} . |) . (29,6, . | 14,0 
61 |256) . | 2]. 20,0/ 22,8) . | 33,2) . | 6,0 
62 | 
63 | . 1168) . j2as}. | . 29,6) . |144 
64 264] . | . |. |20,0/228) . | 33,2 
65 | . ~fotenst «|. ; as | 6,0 
66 16,8; . 28,8} .| . |296| . |144| | 
67 . |. |. (20,0) 23,2) . | 33,6 } | 
68 | 
Se Osh S Ree eh . fads Es 6,0 
70 [26,8] 17,2) . [28,8] . | . 29,6) . | 144 
71] ./. 1.4. (200/932) . |344 
72 Tit 2 eo ee eS ee | 6,0 
73 17,2} . (28,8) . | . (29,6) . | 14,4 
74 4 . }20,0/ 23,2) . | 35,2 
75 } > . . | 6,0 
76 | | | 
77 |27,6]19,2) . 29,91 31,6| . | 15,6 | 
2. a wee ES og 208 240 . | 36,8 
79 eS & PO ug FF 6,8 
80 19,2| . }31,2 '31,6| . | 15,6 
81 “ee 22,0) 24,0 37,6 
82 P ce. | ; | 6,8 
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“ 5 (NH,)2 80, per 1 24,208] 12,104) 6,052 s,026)1, 513| 0,157 0,378 0,189 0,095 Jo,047 ‘| 0,028 








s ‘Stickstoft per 1 5,136] 2,568) 1,284}0, o,642)0,32 321 0,1605, 0,0803| 0,0401! 0,0201 1,100 0,0050 


a! | | | | | | 


88 . |. Bee. . |32,8; . 1164) . | 68 
89 ‘ . | . |. (22,0/244/] . | 40,0} 

90 | 28,0 | 
91 . 119,2| . [31,6] . . (82,8) . |16,4 

92 ; . | . |. 122,0/24,4| . | 40,0 

93 } 

94 . 19,2) . 131,6] . . (89,8) . 1164 

95 3 . | . | . [22,0)24,4; . | 40,0 | 
96 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ev x ‘ ‘ ‘ 6,8 
97 | 28,0 
98 . 119,2|) . |31,6] . . |33,6) . | 16,4 
99 ' . |. |. (22,4/24,4! . | 42,0 


av 

on 

e 84 |27,6/19,2| . [31,2] . | . (328) . | 164 
. 8]. . |. |. (22,0240) . | 38,8 
= 86 | 

= @ 

= 

3s 

N 

i=} 

< 

















C. 4 Schwefelsaures Ammoniak. Weinhefe. 
Girverlauf in g. CO, per Liter. 











g (NHJ? 80, 10, per || 24,208 -12,104/6,052/3,026|1,513| 0,757 | 0,378 | | 0,189 | 0,095 | 0,047 | | 0,028 








& Btickstoft p ad 1 5 136 2,568| ih 24 ¢ 0, 0,642 0,321 0. 1605) 0,0803), 0. 0,0401) 0 0,020 | 0,100) 0,0050 








| 
} 





«) Biol sh st OH MiG | 0,8 
1,6) 2,4) 3,2) 0,4 24) 0,8) 3,2) 2,0! 0,0 1,2 0,8 
6 | 1,6! 4,4] 7,2) 2,4) 4,0) 2,8) 68! 3,6] 0,0 i's 0,8 
7 | 24 > 5,6 /10,4) 5,2) 7,2) 48/104) 4,8) 04 1,6 | 1,2 
8 | 4,0) 7,6/11,2) 7,6:10,4) 8,0| 13,2!) 68! 04 2,0 | 1,2 
9 | 4,4) 8,4 14,8 11,2 14,0) 10,8/16,8| 8,8) 1,6 2,0 | 1,2 
10 | 8,0 10,0 23,2)12,6 15,2) 15,2 | 20,0/ 10,8) 2,8 24 | 1,6 
11 | 8,0) 11,6 27,6 16,8 22,4) 20,0 | 22,0/ 13,6) 4,0 3,2 | 2,0 
12 | 9,2) . (|31,219,2 26,0 23,2 | 25,2 15,2) 5,2) 4,0 


Om Ode 


Anzahl der Tage 


14 | 11,6) 14,0 36,0 23,6 30,4) 29,2 | 30,8 18,0) 6,4 4,8 | 2,4 
15 | 12,8 | 16,0 |40,426,0)33,2) 30,8 | 32,8 | 19,2| 7,2) 4,8 | 2,8 
16 | 14,4! 17,2 44,0'28,8 36,4, 34,4 35,6 20,8 84 54 | 2,8 
17 | 15,6! 18,4 |46,8'31,2 39,2) 36,8 | 38,0 22,0! 8&8) 6,0 | 3,2 
18 | 16,4 | 19,2 49,2 32,8 41,6) 39,6 | 40,0 | 23,2) 9,6) 6,0 | 3,2 
19 }17,2) . (51,2.35,2.44,0 41,2 | 42,4 | 24,0/ 10,4 6,4 

20 —; (|S ee oe oe Oe ‘ 4,0 


21 |18,8 22,0 54,039,248,8 44,8 | 46,4/ 25,6/124 7,2 4,0 
22 |20,0 22,4 55,2 40,450,8, 46,4 48,4 26,8/12,8 7,2 4,4 
23 | 20,4 23,2 56,0 42,0 52,4) 47,6 | 50,0 27,6 13,2 7,6 4,8 
24 | 21,2 | 24,0 56,8 44,0 54,8) 48,8 | 51,6 28,4, 14,4 8,0 | 4,8 
25 | 21,6 25,2 57,6 45,2 56,0, 50,0 | 53,6 | 30,0/ 14,8 8,0 | 5,4 
26 | 22,8 58,8 47,258,8| 51,2 | 56,0 31,6 | 16,4 9,2 | 

27 | . | 25,6 rea PS | 5,4 





28 | 29,8 | 264 |58,8148,8.60,8| 52,4 57,6 /39,0117,2 9,2 | 54 
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g (NH,)2 80, per 1 


g Stickstom per 1 





5, 136 2,568) 1 284) 0,642 0 ,321| 





24, 208) 12, 104/6, 052/3,026, 1,513) 0,757 | 0,378 | 0,189 0,095 | 0,047 | 


0,1605| 0,0803 0,0401| 0,0201| 0,0100) 0,0050 





a9 | 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 
66 
67 
68 
69 
70 
71 
72 
73 
74 
75 
76 
77 
78 
79 


Anzahl der Tage | 


81 
82 





2% 28, 2 | 26,4 


24,4 | 
24,4 | 
. | 28,8 | 
24,8 
24,8 | 
25,2 | 
(30,8 | 
30,8 | 





59,2|49,6|62,0 
23,2 | 27,2 | 59,2/50,0 62,8 
23,6 | 27,6 59,6/51,2/64,0 
27,6 60,05 
(60,0 52,4 


28,8 '60,0153,21 
29,2 |60,0) 
30,4 60,0 Bd 


92,0'64,8 











54,4 | 62,4 | 
| 


D4, 8 | 64, 0 
55,2 


5,2 | 





52,8 | 58,4 | 32,4 |17,6| asl 
52,8 | 59,2| 332/180) 9,6 
53,6 | 60,0 | 33,2 | 18,8 | 100 | 
54,0 | 61,6 | 34,0 | 19,6 | 10,4 


20,0 | 10,4 | 


21,6 11,2) 


22,0 | / 11,2) 
22,8 | 11,6 
38,8 | 24,0 | 12,4 | 
| 39,2 | 24,8 12,4 


39,2 | 35,6 12,8 


34,8 | 


| 36,0 | 
36,8 
(37.2 


| | 
41,6 26,8 | 14,0 





41,6 | 27,2 14,0 


42,0 | 28,8 (15,2 





ez . . 

| 44,8 30,0| 15,6 
ae a 

| 46,0 31,2) 16,4 


! . . | . 
| 46,4 | 32,0 | 16,4 
| | 





| 

34,0 | 16,6 | 
| | 
35, 2| 18, 0) 


— 

35,2 | 18,8 | 
36,4 | 18,8 
| 
36,4 | 19,6 
37,2 | 20,8 


| 
39,2 | 21,6 


41,2 | 22,8 








| 0,0228 


5,4 
5,4 
6,0 
6,4 
6,4 
6,8 
6,8 
8,0 
8,0 
8,0 
9,2 


9,2 


9,6 
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g (NH,)2 SO, per 1 
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g Leucin per | 6 
8 12,0 
9 16,0 10,0 
10 
11 22,0 14,0 
24,0 14,0 
28,0 16,0 
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18 |  - 34,0 


Anzahl der Tage 
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Beachtung verdient die Tatsache, da selbst bei unregel- 
maBiger Angiirung doch ein Ausgleich in Abhingigkeit von der 
gebotenen Stickstoffgabe hervortritt, sodaf sich im Verlaufe der 
Garung nach den Tagen der Angiirung die Gesetzmiibigkeit deut- 
lich auspriigt. 

2. Beim Leucin als Stickstoffquelle macht sich bei den zwei 
gepriften Hefetypen, Logos- und Frohberg-Hefe ein Ansteigen 
in der Girungwirkung mit abnehmender Stickstoffkonzentration 
geltend. Dies tritt bei Logos-Hefe von 1,284 g Stickstoff pro 
Liter bis zu 0,0803 g bei Frohberg-Hefe dagegen bis zu 0,0401 g 
hervor. Fiir Logos-Hefe ist also 0,0803 g Stickstoff pro Liter 
die optimale Stickstoffgabe fiir intensive Vergiirung, wihrend die 
Girungskurve fiir 0,0401 g schon unter die fiir 1,284 g liegt. 

Bei 0,0201 liegt die Kurve naturgema8 noch tiefer. Froh- 
berg-Hefe verlangt fiir optimale Giarungsintensitaét 0,0401 g. 
Bei 0,0201 g Stickstoff per Liter ist Abfall bis etwa zur Hohe 
der 1,284 g Kurve zu beobachten. Und die 0,0100 g Kurve liegt 
natiirlich noch tiefer. 

Im allgemeinen hat also wie beim Pepton Logos-Hefe grébere 
Girungsenergie als Froh berg- Hefe mit Leucin als Stickstoffquelle 
entfaltet. Es sind deshalb auch die EinfliiBe verschiedener Stick- 
stoffkonzentrationen auf die Giirwirkung bei Logos-Hefe ausge- 
pragter als bei Frohberg-Hefe. Bei letzterer liegen alle Kurven 
niher zusammen. 

3. Fiir Asparagin besteht mit 0,0803 g ein ausgepriigtes 
Maximum fiir alle drei Hefentypen. Logos-, Wein- und Froh- 
berg-Hefe. Nur bei der Angiirung zeigt 0,0401 g per Liter Stick- 
stoff mit Froh berg-Hefe etwas héhere Girungsenergie. Bei Wein- 
hefe liegt die Kurve fiir 0,0401 g Stickstoff dagegen viel niedriger. 

Bei noch niederer Konzentration von 0,0201 g Stickstoff per 
Liter wird die Girung schleppend. Die Kurven fiir Wein- und 
Frohberg-Hefe liegen niedrig. Zwischen diese beiden Extremen 
fallen nun die Intensitiiten héherer Stickstoffkonzentration als 
0,0803 g Stickstoff per Liter. Die Kurve fiir 2,568 g fallt mit 
denen fiir 0,642, 0,321 und 0,1605 g bei Logos-Hefe und mit 
der fiir 0,642 g bei Weinhefe nahe zusammen. Die fiir 1,284 g 
liegt bei Logos- Hefe niedriger. Bei Frohberg-Hefe ist Ansteigen 
in der Girintensitaét von 2,568 g zu 0,642, 0,0803 und 0,0401 g 
wieder deutlicher zu beobachten. 

Biochemische Zeitschrift Band III. 13 
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Wie beim Pepton und Leucin entfaltet bei Asparagin die 
Logos-Hefe eine héhere Girungsenergie als die Frohberg- Hefe. 
Bei Asparagin liegt die der Weinhefe in der Mitte. 


4. Fir schwefelsaures Ammoniak ist 0,0803 g Stickstoff pro 
Liter im allgemeinen optimale Gabe. Fiir Logos-Hefe wurde 
keine geringere Konzentration geprift. Frohberg-Hefe vergart 
allerdings mit 0,0401 g Stickstoff noch etwas schneller, wahrend 
bei Weinhefe die Kurven fiir 0,0803, 1,284 und 0,321 g Stickstoff 
nahe zusammen fallen. Die fiir 0,0401 g liegt hier schon bedeu- 
tend niedriger. Nach unten hin setzte sehr schleppende Gahrung 
bei niedriger werdender Stickstoffgabe mit Frohberg- und Wein- 
hefe, bei denen das gepriift wurde, ein. Der Abfall wird bei 0,0201 
schon bedeutend und nimmt an Intensitaét mit 0,005 g Stickstoff 
stark zu. Immerhin ist bemerkenswert, da mit so geringer Stick- 
stoffgabe wie 0,0005°/) noch Vergirung zu erreichen war, die bei 
geniigend langer Zeit wohl bis zum Verschwinden der ganzen 
Zuckermenge fortgeschritten wiire, wie man aus der dauernden, 
wenn auch sehr allmiahlichen Gewichtsabnahme schlieBen kann. 

Bei héherer Stickstoffkonzentration als 0,0803 g pro Liter 
kommen die Kurven zwischen die der maximalen und minimalen 
Vergirungsintensitéit zu liegen. Von 2,568 ist bei Logos-Hefe 
mit abnehmender Stickstoffmenge bis zu 0,0803 g Zunahme der 
Girungsbeschleunigung zu beobachten. Dasselbe tritt bei Froh- 
berg-Hefe von 2,568 g bis zu 0,0401 g mit vélliger RegelmiBig- 
keit hervor, wihrend sich der EinfluB bei Weinhefe infolge allzu- 
groBer Nahe der Kurven héherer Konzentrationen etwas verwischt. 
5,136 wirkt jedoch ausgeprigt verzigernd. 

Wie bei Pepton, Leucin und Asparagin, zeigt Logos-Hefe bei 
schwefelsaurem Ammoniak gréBere Energie als Frohberg- Hefe. 
Wie beim Asparagin liegt die der Weinhefe in der Mitte. 


5. Das aus Melasse-Riickstanden isolierte Leucin wirkt ganz 
anders als das synthetische. Es ist ein Gemisch des Leucin und 
Isoleucin. Gemische wirken, wie aus den weiteren Tabellen her- 
vorgeht, im allgemeinen weit besser als reine Kérper. Doch kann 
darin nur der Grund fiir schnelleren Giarverlauf und nicht fiir eine 
Anderung in der Gesetzmibigkeit gefunden werden. 

Méglicherweise kann hier die Tatsache mitgesprochen haben, 
dlaB der Kérper nicht véllig razemisiert war und optisch aktive 
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Eiweibzerfallprodukte giinstiger auf die Girwirkung der Hefe sind, 
als razemische Synthesenprodukte. 


Faft man die Resultate zusammen, so kommt man zuerst zu 
dem SchlufB, da®8 eine fiir physiologische Einfliisse geniigende 
Regelmiafigkeit in der Wirkung der Stickstoffgabe auf die Giir- 
wirkung der Hefe erlangt wurde. Die Giarungsenergie der ver- 
schiedenen Hefen fallt ausnahmslos von der Logos- zur 
Weinhefe und weiter zur Frohberg-Hefe ab. Das Pepton, 
der osmotisch gering wirkende Stoff wirkt am giinstig- 
sten. Diesen Vorzug vor den drei anderen verdankt er wohl der 
Tatsache, da bei ihm mit steigender Stickstoffkonzentration keine 
osmotische Hinderung auf die Hefezellen zu verzeichnen ist. Viel- 
leicht findet die Hefe im Pepton auch zahlreiche Atomkomplexe 
die sie ihrem Eiwei8 ungespalten einverleiben kann. Dagegen 
wirken Peptonkonzentrationen deren Stickstoffgehalt etwa dem 
Optimum der Wirkung der anderen Stickstoffquellen gleichkom- 
men, viel schwiicher als diese. Man erreicht also den héchsten 
6ékonomischen Faktor, d. h. gréSte Giirbeschleunigung mit gering- 
ster Stickstoffgabe nicht beim Pepton, sondern beim Asparagin 
und zwar mit Logos-Hefe bei einer Stickstoffkonzentration von 
0,0803 g per Liter. 

Auger beim Pepton wird das Maximum der Garungs- 
intensitaét bei den drei anderen Stickstoffquellen und 
allen drei Hefetypen zwischen 0,0401 und 0,0803 g 
Stickstoff pro Liter erreicht. Bei Leucin-Frohberg-Hefe 
und schwefelsaurer von Ammoniak-Frohberg-Hefe liegt die 
0,0401 g Kurve, bei allen anderen die 0,0803 g Kurve am héchsten. 

Aber nicht nur die relative, sondern auch die absolute Inten- 
sitiit des Girverlaufs wird durch die Form der Stickstoffquelle ziem- 
lich unbeeinfluBt gelassen. Bei derselben Stickstoffkonzentration 
wird so die Wirkung auf den Giirverlauf eine im ganz allgemeinen 
von der Art der gepriiften Stickstoffkérper, immer mit Ausnahme 
von Pepton, unabhiingige. Ob das auch auf andere Stickstoff- 
nihrsubstanzen der Hefe zu iibertragen ist, ist noch gar nicht 
zu sagen. Aus anderen Beobachtungen von mir’) geht niamlich 
bei allerdings weit oberflichlicherer Priifung hervor, dal die Zeit 
des Einsetzens der Giirung bei verschiedenen Stickstoffquellen sich 


*) Vorstehend S. 131. 
13* 
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mit Verliingerung der Kette, in der sich die fiir die Erzielung einer 
girkraftigen Hefe nétige Aminoséurerestgruppe findet, vermin- 
dert. Wie dem auch sei, fiir die drei Stickstoffquellen Leucin, 
Asparagin und schwefelsaures Ammoniak, herrscht fiir die Er- 
zielung der Girwirkung weit geringere Abhingigkeit von der 
Stickstoffquelle als von der Art der Hefe. 

Aus alledem geht klar hervor, da8 es ein zweckloser Einwand 
wire, die Verzégerung im Girverlauf bei supraoptimalen Stickstoff- 
gaben beim Leucin oder gar Asparagin etwa in der zunehmenden 
Aciditaét der Nahrlésungen suchen zu wollen. Die Aminosiiuren 
mit so langen Ketten verhalten sich so, daB die Aminogruppe der 
Siuregruppe in hohem Mafe das Gleichgewicht halt. Und beim 
neutralen Ammonsulfat kommt der Einwand gar nicht in Be- 
tracht. Trotzdem die GréBe des Molekiils mit 131 fiir Leucin, 
132 fir Asparagin und 132 fiir schwefelsaures Ammoniak, eine 
bei der Auswahl vielleicht nicht geniigend beriicksichtigte, uner- 
wiinschte Ubereinstimmung zeigt, so glaube ich doch nicht, daB 
man die gleichartige Wirkung des Stoffes in dem osmotischen 
Einflu8 suchen darf. Denn es muf in Betracht gezogen werden, 
da8 dieser sich ja nur zu dem viel gréBeren, durch den hohen Ge- 
halt an Zucker hervorgerufenen, addiert. 

Jedenfalls geht aus den angefiihrten Resultaten klar hervor, 
da8 man nur aus einer groBen Versuchsreihe in solchen Fallen zu 
Vergleichsresultaten kommen kann, wodurch gewissermaBen eine 
Entschuldigung fiir die Menge der gebotenen Zahlen gegeben wird. 


Il. Vergirung von Zuckerlésungen mit Kombinationen 
je zweier Stickstoffquellen und verschiedener 
gemischter Konzentrationen. 

Bei der Verwendung verschiedener Stickstoffquellen in Kom- 
binationen zu je zweien verwischen sich die vorher geschilderten 
GesetzmaBigkeiten, welche die Wirkung nur je einer Stickstoff- 
quelle sind. Im allgemeinen wird der Garverlauf stark be- 
schleunigt und zwar weit iiber die Grenze der Wirkung 
einer einzelnen Stickstoffquelle mit demselben Stick- 
stoffgehalt hinaus. Die Garungen kommen in verhiltnismabig 
kurzer Zeit zum Ablauf, sodaB die Frage erwogen werden kann, ob 
man auf diese Weise nicht iiberhaupt zur schnellsten Vergirung 
bei minimaler Einsaat kommen kénnte. Doch wurde keine so hohe 
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Konzentration von Pepton und einer andern Stickstoffquelle ge- 
priift, daB eine Konkurrenz mit der Wirkung der hohen Pepton- 
gaben hatte aufgenommen werden kénnen. Dagegen ist die 6kono- 
mische Ausnutzung der gebotenen Stickstoffmenge bei kombinierten 
Stickstoffquellen jedenfalls eine bessere und erreicht mit 0,189 g 
(NH,)2 SO, und 0,214 g Asparagin, mit einem gemeinsamen Stick- 
stoffgehalt von 0,0803 g, also wieder bei 0,0803 g Stickstoff pro 
Liter ihr Optimum in meinen Versuchen. Ob sie bei noch ge- 
ringerer Stickstoffkonzentration in der Kombination zweier Stick- 
stoffquellen noch besser wiirde, ist damit nicht ohne weiteres ge- 
sagt. Es erscheint jedoch wegen der Analogie mit den friiheren 
Versuchen unwahrscheinlich. Spatere Priifungen miissen hier 
entscheiden. 

Bei allen gewahlten Konzentrationen war die Gérung eine 
so schnelle und der Girverlauf bei verschiedenen Konzentra- 
tionen ein so analoger, daB von einem Vergleich der Gir- 
kurven abgesehen werden mubte. Sie wiren zu nahe zu- 
sammen gefallen. Bei gleicher Stickstoffgabe als Leucin und 
Pepton iiberwiegt etwas noch die Wirkung des ersteren, da 
die kombinierte Stickstoffernihrung zu langsamerem Girverlauf 
fiihrt als die derselben Stickstoffgabe mit Pepton. Pepton und 
Asparagin zusammen wirken dagegen so, daf die Garung bei 
héherer Stickstoffgabe die bei geringerer fast garnicht mehr tiber- 
trifft. Es ergibt sich also hier wieder der schon friither beobachtete 
Einflu8 der Gairverzégerung durch héhere Stickstoffkonzentration, 
der beim Leucin so viel ausgeprigter als beim Asparagin ist. 
Leucin und Asparagin und Asparagin und schwefelsaures Ammo- 
niak zusammen lassen bei Konzentrationen innerhalb der ge- 
priiften Grenzen keine Wirkung auf den Garverlauf erkennen, 
wihrend Leucin und schwefelsaures Ammoniak zusammen bei 
héherer Konzentration des Stickstoffs den Girverlauf etwas ver- 
zogern. 


Ill. Der EinfluB von Leucin auf die Girungsintensitat 
von Acetondauerhefe. 


Um zu priifen, ob eine vom Wachstum ganz unabhangige 
Giirung durch die bloBe Anwesenheit einer Stickstoffquelle beein- 
flu@t werden kann, wurden Girversuche mit Acetondauerhefe in 
Gegenwart der bei steigender Konzentration am _ stiarksten hem- 
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menden Stickstoffnihrsubstanz Leucin angesetzt. Die Tabelle 
enthalt das Resultat. 
Giarverlauf in g COg 
durch Acetondauerhefe in Gegenwart von Leucin. 











75 ecm Lésung, 30 g Zucker, 15 g Dauerhefe mit 
Tage} She Tn DAE ED a ee 8 
ohne | 0,1125 g 0,225 g | 0,454 g Leucin 
1 a2 | 8? | yA | 1,1 | 
2 5,5 460 | 2,7 2,0 
3 6,3 60 | 32 =| 2,5 7g CO, 
4 6,3 3,2 2,5 | 
5 3,3 





Die Leucinkonzentrationen waren so gewahlt, da sie den 
friiher verwandten entsprachen d. h. 0,454 g Leucin in 75 ccm 
ist wie 6 g Leucin pro Liter. Die Zuckerkonzentration mufte 
natiirlich der Vergirung mit Acetondauerhefe angepabt werden. 
Ein Antiseptikum wurde des méglichen hemmenden Einflusses 
auf die Géirung wegen nicht angewandt. Doch wurden die Lésun- 
gen nach Beendigung der Giarung mikroskopisch rein befunden 
und zugleich durch Abimpfen auf Most bewiesen, daf keine 
lebenden Hefezellen zugegen waren, da keine Garung des Mostes 
eintrat.’) 

Das klare Resultat der Versuche ist, dab Leucin mit 
steigender Konzentration die Girung durch abgetétete 
Hefe hemmt, da8 also ein vom Wachstum unabhiangiger EinfluB 
auf die Girkraft zu verzeichnen war. Die Zymase erscheint also 
gegen die Wirkung von Leucin nicht unempfindlich zu sein. 


Il. Abschnitt. 


Der Einfluf verschiedener Stickstoffquellen und Konzentrationen 
auf die Zahl der gebildeten Hefezellen. 

Nach beendeter Girung wurde den Lésungen 1 ccm ent- 
nommen und mit einem oder mehreren Kubikzentimetern ver- 
diinnter Schwefelsiure versetzt. Nach mehrtagigem Stehen, als 
die Hefezellen sich véllig voneinander gelést hatten, wurde dann 


*) Vergleiche hierzu H. Pringsheim Ber. der d. chem. Gesellschaft. 
89, 3713. 1906. 
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ihre Zahl mit der Zihlkammer ermittelt. Es wurden zahlreiche 
Zahlungen derselben Kultur vorgenommen und mit der Zahlung 
neuer Proben so lange fortgefahren, bis ein neues den Durchschnitt 
der friiheren Resultate nicht mehr ainderte. DaB trotz alledem bei 
der Ungenauigkeit der Methode besonders bei geringer Hefezahl 
keine allzu genauen Resultate erhalten wurden, wird niemanden 
wundern, der die Schwierigkeit einer genauen Ermittlung der Hefe- 
zah] kennt. Der Mangel war aber nicht der der Handhabung, son- 
dern der der Methode selbst. 

Die Resultate auf Millionen Hefezellen pro Kubikzentimeter 
berechnet sind in der folgenden Tabelle enthalten. 


Zahl der Hefezellen 
in Millionen pro cem nach beendeter Garung. 


I. Logos-Hefe. 











Pro Liter A. B. —C. D. E. 
. Leucin aus 
Stick-| 2/8 Pepton Leucin —— (NH,)2S0,| Melasse- 
g su + Hy, riicksténden 
stoff | |Millio-| ——S=~«SMiilllito-]—SS—=*Y«Millio- |Millio- Millio- 
jnen pro nen pro nen pro nen pro nen pro 
& | cem & com | __ & | com & ecm g cem 





10,27 | 71,80 |145,0 | 
5,14 | 35,90 |130,0 | | | 
2,568 | 17,95 | 88,0 | 13,744 | fF je | 12,0 | 50,4 
1,284 | 8,957] 55,6/12,0 | 25,1] 6,872) 21,5 |6,052| 17,4] 6,0| 22,0 
0,642 | 4,488| 42,4] 6,0 | 28,0] 3,436, 42,8 |3,026) 20,0] 3,0 | 22,0 
0,321 | 2,244 53,6] 3,0 | 2 




















32,6] 1,718) 52,4 | 1,513) 37,6 | 
0,161 | 1,122) 34,0] 1,5 | 31,6] 0,859! 40,2 | 0,757) 16,4 | 
0,0803| 0,561) 27,0] 0,75 | 23,7] 0,429| 24,4 | 0,378) 20,0 
0,0401 0,375) 20,7 | | 





Millionen pro cem 





Pepton 2,244 | 


OQR29 6 
0,9608 | | Leacian 3,0 = 
Pepton 1,122 | 
) 5 24,( 
ee Leucin 1,50 
(NH,)2S0, 0,757 
25 . 26, 
—— Leucin 3,0 P 
Ss 4 
0,4013 { (AR,)S80, O78 28,0 


\ Leucin 1,50 
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Il. Wein -Hefe. 








Pro Liter D. 
7 2g 
g Stick NH 280, 
\Millio- 

stoff sees one 
POS eT, 

1,284 6,052) 18,7 

0,642 3,026) 14,8 

0,321 7 1,513 20,0 

0,161 0,757 19,2 











Der Ejinflu8 verschiedener Konzentrationen der gewiahlten 
Stickstoffquellen auf die Zahl dergebildeten Hefezellen ist ein ausge- 
prigter. Auch lat sich ein gewisser Zusammenhang zwischen 
der Zahl der gebildeten Hefezellen und der Girungsintensitiat be- 
merken. Am klarsten zeigt sich das beim Pepton. Hier ist die 
Analogie, mit einer Ausnahme bei 0,321 g Stickstoff pro Liter —, 
die wohl auf einen Beobachtungsfehler zuriickzufiihren sein wird, 
— eine voéllige, héhere Stickstoffgabe veranlaBt héhere Hefezahl und 
schnellere Vergiirung. — Beim Leucin liegen die Hefezahlen 
sehr nahe beieinander; in allen Fiillen ist die Zahl der mit Leu- 
cin gebildeten Zellen bei gleicher Stickstoffgabe geringer als beim 
Pepton. Bei optimaler Stickstoffkonzentration des Leucins ent- 
faltet also die Einheit der Hefezellen gréBere Girungsenergie als 
bei gleichgroBer Stickstoffgabe mit Pepton. Die optimale Ver- 
girung fallt auch nicht mit der maximalen Hefezahl zusammen. 
Dazu kommt, da8 man nach dem Vorbilde des Peptons bei ver- 
schieden schnell verlaufenden Girungen auch bedeutende Ver- 
schiedenheiten in der Zahl der wirkenden Zellen hiitte erwarten 
kénnen. Da das nicht der Fall ist und daB in dieser Beziehung, 
um es vorweg zu nehmen, Asparagin und schwefelsaures Ammo- 
niak sich dem Leucin anschlieBen, ist ein neuer Beweis fiir die 
geringere Regelmifigkeit in der Wirkung dieser Stickstoffquellen 
auf die Ernihrung uud Girwirkung der Hefezellen. 

Mit Asparagin lat sich eine gréBere Zahl von Hefezellen in 
der Volumeneinheit als mit Leucin erzielen, 52,4 gegen 32,6 
Millionen Zellen. Es lassen sich jedoch nicht annahernd so hohe 
Zahlen wie beim Pepton erreichen. Das Maximum der Zellen- 
bildung liegt bei 0,321 g Stickstoff pro Liter und der Abfall ist 
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von dieser Konzentration an nach oben und unten ein regel- 
miaBiger. Das Optimum der Giarwirkung entspricht aber auch 
hier wieder gar nicht dem Maximum der Zellenzahl. Es wird im 
Gegenteil durch nur 24,4 Millionen pro Kubikzentimeter also mit 
weniger als der halben Maximalzahl erreicht. Im _ besonderen 
und allgemeinen besteht hier kein Zusammenhang zwischen 
Zellenzahl und Garwirkung. 

Schwefelsaures Ammoniak gestattet nur eine wenig gréBere 
Aufzucht von Hefezellen als Leucin, folglich eine geringere als 
Asparagin oder gar Pepton. Das Maximum liegt hier bei derselben 
Stickstoffkonzentration 0,321 g pro Liter, wie beim Asparagin. 
Der Abfall nach oben und unten tritt regelmaBig, wenn auch we- 
niger scharf hervor, wenn man annimmt, da der Unterschied von 
16,4 zu 20 Millionen bei 0,161 und 0,0803 g pro Liter innerhalb 
der Fehlergrenze liegt. Jedenfalls ist er nicht markant. Wichtig 
ist, daB auch mit Weinhefe mit derselben Stickstoffgabe maxi- 
maler Zellenzahl wie bei Logos-Hefe erzielt wurde, und daB 
auch da Abfall nach oben und unten zu konstatieren war. Hier 
sind die Unterschiede noch viel geringer. 


Zusammenfassend geht also aus den Resultaten her- 
vor, daB wie bei der Girwirkung nur beim Pepton pro- 
portionaler Zusammenhang zwischen Stickstoffgabe 
und Zellenzahl zu finden war. Wie bei der Girwirkung 
existiert fiir die Zellenbildung ein Maximum der Stick- 
stoffkonzentration, von dem aus Abfall nach oben und unten 
zu beobachten war. Dieses Maximum liegt aber nicht bei 
derselben Stickstoffgabe wie das der Giirwirkung, son- 
dern bei viermal héherer, nimlich 0,321 g Stickstoff 
pro Liter gegen 0,0803 g Stickstoff pro Liter fiir opti- 
malen Garverlauf. 


Aus den geringen Angaben iiber die Wirkung kombinierter 
Stickstoffquellen auf die Zellengabe méchte ich keine Schliisse 
ziehen. Es schien hier kaum lohnend ein reichliches Zahlenma- 


terial zu sammeln. 
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Dritter Abschnitt. 


Der Einfilu& verschiedener Stickstoffquellen und Stickstoff- 
konzentrationen auf die Stickstoffentnahme ans der Lisung durch 
verschiedene Hefen. 

A. Bei minimaler Einsaat. 

DaS man wegen des Austritts von Stickstoff aus der Hefe 
wahrend der Girung keine groBen Schliisse aus dem Stickstoffge- 
halt der Hefe nach beendeter Giirung ziehen darf, wurde schon 
bei der Besprechung der Arbeiten friiherer Autoren hiiufig her- 
vorgehoben. Zum UberfluB zeigt die folgende Tabelle noch, wie 
gering der Einflu® verschiedener Stickstoffkonzentrationen auf 
diesen Faktor ist. Es wurden in ihr und den folgenden Fallen 
die fiir 250 cem Lésung gefundenen Werte angegeben, da man 
nach meiner Meinung, schon der Beurteilung der Fehlergrenze 
wegen, die wirklichen, analytischen Resultate nicht unterdriicken 
soll. Andererseits wire durch eine doppelte Angabe mit Um- 
rechnung pro Liter eine unniitze Belastung des Zahlenmaterials 
eingetreten, was der Ubersichtlichkeit nur geschadet hatte. Durch 
Multiplikation mit vier kann man ja so leicht zu Werten pro Liter 
kommen, 


Stickstoffgehalt der Hefe nach Vergarung von 250 ccm 
15°%oiger Zuckerlésung. Logos-Hefe. 








g Substens | mit g Stickstoff | g Stickstoff der Hefe 
a 
Hot + H, 0 wn } 0.1204 | — 
a +4, 0 oT 1  0,0301 | 0,0196 7 
me | 
Anpanein + 1,6 azo | } O16 = | oats 
yc imo cae } 0,0602 | 0,0200 
pat 4 i, Z a 0,0301 | 0,0202 
Be nn tn le ced A 
Aapangin + Ho amie |} °008 n0216 
Aopingin {1,6 0307 |} 4m | nm 
duperagin'4-H,0 ose |} amo | O08 
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a. Der Einflu® der Stickstoffkonzentration auf den am Ende 

der Garung gefundenen Stickstoffumsatz. 

Die Ermittlung der Stickstoffmenge, die die Hefe der Nahr- 
lésung entzieht, stéBt bei den meisten Stickstoffquellen, wie schon 
frither erliiutert, auf unumgiingliche analytische Schwierigkeiten. 
Selbst beim Asparagin kommt man bei einer Priifung auf zuriick- 
bleibenden Amidstickstoff, wie sie Hayduck ausfiihrte, zu keinen 
ganz richtigen Resultaten, da die Hefe gerade so gebundenen 
Stickstoff ausscheidet und in die Lésung entlaBt. Die Unter- 
suchungen von Juslin') ergaben, daB Pepton wihrend derGiirung 
aus dem Hefeeiwei8 gebildet wird. Es befindet sich dann in der 
Nahrfliissigkeit gelést und betrug z. B. in einem Falle auf 100 
Teile Hefestickstoff 13,3 Teile Peptonstickstoff. Daneben waren 
noch 5,8 Teile Eiwei®stickstoff in der Girfliissigkeit enthalten. 
Gerade die letztere Angabe liBt die schon ilteren Resultate sehr 
wenig wahrscheinlich erscheinen. In welcher Form sollte denn 
Eiweifstickstoff im Gegensatz zu Peptonstickstoff aus der Hefe in 
die Nihrlésung gelangen? Es kénnte sich da nur um den Stick- 
stoff toter Zellen handeln, da der lebender in Form von Eiweif die 
Zelle nicht verlassen kann. Mirker gibt dann auch weiter an, 
daB nur die stirker sauren Branntweinmaischen viel Pepton ent- 
halten, wihrend der Peptongehalt der wenig sauren Bierwiirzen 
gering ist. Es wird sich wohl in all diesen Fallen um eine Spal- 
tung des Eiweifgehaltes der Nihrlésung, die durch die Siiure be- 
giinstigt wird, und nicht um den Eiwei®zerfall der Hefe handeln. 
Denn Iwanoff (a. a.O. Anmerkung 8. 479) konnte nach der Ver- 
giirung reiner Zuckerlésung keine Biuretreaktion in der Lésung 
finden. Er gibt weiter an, daf im Gegensatz zu Niageli, der die 
Stickstoffausscheidung in Form von Albumosen und Pepton_ be- 
obachtet haben wollte, auch Hahn und Geret?) bei der Selbst- 
verdauung der Hefe nur Spuren von Albumosen und kein Pepton 
fanden. Auch wiire die Methode von Hayduck fir zahlreiche Ver- 
suche etwas langwierig. Wie bedauerlich es nun auch sein mag, daf 
man nicht verschiedene Stickstoffquellen auf den Verlust des Stick- 
stoff gehaltes der Hefe wihrend der Girung priifen kann, um zu Ver- 
gleichsresultaten zu gelangen, wie verhaltnismaBig ungeeignet auch 


*) Nach Marker, Handbuch der Spiritusfabrikation 1908, 489. 
*) Die Zymasegirung S. 307. 
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eine so getrennt stehende Stickstoff-Quelle wie das schwefelsaure 
Ammoniak auch sein mag, so mufte man sich doch mit den an 
diesem einen Kérper gewonnenen Resultaten begniigen. Denn nur 
bei ihm ist man nach den Untersuchungen von Pasteur’) sicher, 
daB er wihrend der Girung nicht gebildet wird und nur fiir ihn 
existiert eine kurze und verliBliche Analysenmethode in Gegenwart 
anderer leicht zersetzlicher EiweiSsubstanzen*). Von der Anwend- 
barkeit dieser Methode auf Most hat sich Duclaux*) noch beson- 
ders iiberzeugt und Mauceau*) wie Laborde®) haben sich ver- 
gewissert, daB die von Pasteur angewandte Destillation mit ge- 
brannter Magnesia nach Boussignault mit einer andern von 
Muntz®), der Soda bei niedriger Temperatur und Ammoniak- 
destillation unter vermindertem Druck anwandte, iibereinstim- 
mende Resultate gibt. 

Im hiesigen Laboratorium wurde dann aber noch gefunden, 
daf der Umschlag mit Lackmoid als Indikator nach solchen Destil- 
lationen mit Magnesia erst scharf wird, wenn man die saure Fliissig- 
keit in der Vorlage vor der Titration kocht. Alle Ammoniakbe- 
stimmungen in vergorenen Lésungen wurden nach dieser Methode 
ausgefiihrt, wihrend der Stickstoffgehalt der Hefe nach Kjeldahl 
ermittelt wurde. 

Fiihrt man solche Bestimmungen an Lésungen durch, die bei 
minimaler Einsaat, in Gegenwart verschiedener Stickstoffkonzen- 
trationen an schwefelsaurem Ammoniak, vergoren worden waren, 
so ermittelt man dadurch nicht nur den Verbrauch der Hefe an 
Ammoniakstickstoff und den Stickstoffgehalt der Hefe am Schlu6 
der Girung, sondern auf indirektem Wege auch die Menge Stick- 
stoff, welche aus der Hefe in die Niihrlésung wiederum entlassen 
worden ist, da diese ja die Differenz zwischen dem Verbrauch des 
Ammoniakstickstoffs und dem Stickstoffgehalt der Hefe bedeutet. 


") Pasteur, Mémorie sur la fermentation alcoolique. Ann. de 
chimie et de physique 58, 376. 1859. 

*) Duclaux, Traité de Microbiologie 8, 188; Pasteur, a. a. O. 
8. 378. 

*) Duclaux, Ann. de l’Ecole Normale Supérieure 2, 1866. 

*) Bulletin de la Société des viticulteurs de France et d’ampélographie 
No.7 et 8, 1898. 

5) Ann. de l'Institut Pasteur 12, 519. 1898. 

°) Ann. de la Science Agronomique frangaise et étrangére 1896. 
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Dabei kommt allerdings die Méglichkeit noch in Frage, dal die 
Hefe einen Teil ihres abgesonderten Stickstoffs wieder verbraucht 
hat, was durch Resultate des dritten Teiles wahrscheinlich gemacht 
wird. Dadurch wiirde sich jedoch nur ein Fehler der Bestimmungs- 
methode herausstellen, der die gefundenen Resultate in ihren Aus- 
sagen noch verstirken wiirde, d. h. der Stickstoffumsatz der Hefe 
wiihrend der Giirung wiirde sich dadurch nur vermehren. Die 
folgenden Tabellen enthalten die Resultate solcher Bestimmungen. 


Stickstoffumsatz der Hefe wihrend der Girung mit 
Ammoniak als Stickstoffquelle. 
250 ccm Lisung mit 15°, Zucker. 


















































m.. hd Logos-Hefe Weinhefe 
4 ws le. gles ls.2 les. |ae. eaeigg.2 
E | g | 222 gods) Zee fee.) sa° | 2° 3225/2255" 
~ | w | Ee” [S402] 82% (28*| 255 | 225 [ser~ a s2 
"| ag Po sjag Pog |ae” ae” esses" s 
mintnitinini-a |x tate 
wogen | stimmt stimmt | rechnet stimm | rechnet stimmt | rechnet | rechnet 
3,026 | 0,6356| 0,5682) 0,0674| 0,5978) 0,0378| 0,0067/ 0,6289| 0,0311 1:5,6 
1,513 | 0,3178| 0,2646| 0,053] 0,2268! 0,0910| 0,0179| 0,2999] 0,0731| 1: 5,1 
0,757 | 0,1589] 0,1142/ 0,0447] 0,1092) 0,0497) 0,0119] 0,1470! 0,0378 1: 4,2 
0,378 | 0,0794] 0,0347| 0,0447] 0,0380| 0,0414| 0,0109) 0,0685/ 0,0305) 1: 3,8 
0,189 | 0,0397| 0,0125! 00272] 6,074) 0,0323! 0,0096| 0,0301/ 00227) 1:3,4 
0,095 | 0,0198] 0,0 | 0,0198] 0,0 | 0,0198) 0,0092/ 0,0106| 0,0106 1: 2,1 
0,048 | 0,0099] 0,0 —0,0099]0,0 [00099 ? | ? ? 


Bei Betrachtung der Resultate beobachtet man mehrere Ge- 
setzmabigkeiten. Erstens nimmt mit steigendem Stick- 
stoffgehalt der Lésung der Verbrauch des Ammoniak- 
stickstoffs durch die Hefe wahrend der Garung zu und 
zwar regelmaiBig mit wachsendem Gehalt der Lésung 
an Stickstoff, mit einer Ausnahme die, da sie durch geringen 
Stickstoffgehalt der Hefe nach der Girung erginzt wird, wohl auf 
die starke osmotische Hinderung so konzentrierter Lésungen auf 
die Weinhefe zuriickzufiihren sein diirfte. Die zwischen den Re- 
sultaten mit Logos- und Weinhefe gefundene Ubereinstimmung 
ist alles, was man in solchen Fallen erwarten kann. 
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Der Verbrauch des Ammoniakstickstoffs ist sehr 
groB und tbertrifft den Gehalt der Hefe an Stickstoff, 
der mit wachsender Stickstoffkonzentration der Lésung gleichfalls 
zunimmt, je nach der Konzentration. Das Verhiiltnis des Ver- 
brauchs an Ammoniakstickstoff zum Stickstoffgehalt der Hefe 
steigt ebenfalls mit wachsender Konzentration der Ammonium- 
jonen. Wenn dieses Verhiltnis nun allmiihlich aufsteigend wie 
5:1 wird, so geht daraus klar hervor, wie wenig Wert die 
friiheren Angaben tiber den Stickstoffverbrauch durch 
die Hefe wihrend der Giirung haben, die aus der allei- 
nigen Bestimmung des Stickstoffgehaltes der Hefe am 
Schlu& der Girung gefolgert waren. 

Wenn nun auch zugegeben werden muf, daf bei Pepton als 
Stickstoffquelle weniger markante Unterschiede zwischen Stick- 
stoffgehalt der Hefe und Stickstoffverbrauch durch die Hefe 
herrschen mégen, so wird man doch auch hier kaum schluffolgern 
diirfen, da die Abgabe des Stickstoffs aus der Hefe an die Lésung 
ganz zu vernachlissigen ist. 

Die am Ammoniak gewonnenen Resultate aber auf die 
andern Stickstoffquellen, wie Asparagin und Leucin d. h. die 
Aminosiuren zu iibertragen, ist man berechtigt. War doch die 
Wirkung dieser, wie aus dem Vorhergehenden hervorgeht, eine dem 
Ammoniak sehr analoge. 

In einer weiteren Tabelle (Seite 200) sind die Resultate zu- 
sammengefaBt, die nicht nach Ablauf der Vergiirung, sondern 
nach einer bestimmten fiir die Konzentrationen gleicher Zeit- 
spanne von 100 Tagen mit der langsam giirenden Frohberg- 
Hefe erhalten wurden. 


Bestimmt man den Stickstoffumsatz nicht am Ende der Ver- 
giirung einer 15°/9igen Zuckerlésung, sondern nach hunderttigiger 
Vergiirungszeit, so zeigt sich doch dasselbe prinzipielle Verhalten, 
das Ansteigen des Verbrauchs an Ammoniak-Stickstoff mit zu- 
nehmender Stickstoffkonzentration. Nach vélliger Vergiirung von 
15°/y Zucker wie nach 100tigiger Giirung findet von 0,095 g Stick- 
stoff oder etwa bei 0,4 g Stickstoff als Ammoniak pro Liter vollige 
Ausnutzung bei drei verschiedenen Hefetypen des gebotenen Stick- 
stoffs statt. Bei den hichsten Konzentrationen findet sich auch 
bei Frohberg-Hefe eine Hinderung im Stickstoffumsatz. 
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Stickstoffumsatz der Hefe wihrend 100tagiger Gairung 
mit Ammoniak als Stickstoffquelle. 
250 com Lisung mit 15°, Zucker. Frohberg-Hefe. 














Vor der Girung | Rest-Stickstoff Privcen ev G 
- ee — als Ammoniak- | stoffs durch die 
g (NH,),S0, | g Stickstoff | Stickstoff Hefe 
abgewogen bestimmt | bestimmt 7 i berechnet 
. | 
6052 1,2712 a 13966} 1228 0,0431 
3,026 0,6356 0,5801 | 0,0555 
1,513 03178 — — 
0,757 | 0,1589 0,1120 | 0,0469 
0,378 0,0794 0,0362 0,0432 
0,189 0,0397 | 0,0049 | 0,0349 
0,095 0,0198 | 0,0 0,0198 
0,047 0,0099 0,0 | 0,0099 
0,024 0,0049 0,0 0,0049 
0,012 0,0025 0,0 0,0025 


Nur in dieser Hinderung lat sich ein schwacher Zusammen- 
hang zwischen der Giirwirkung und dem Stickstoffverbrauch der 
Hefe bemerken. Sonst kann man den Zusammenhang zwischen 
diesen beiden Faktoren ablehnen und den Satz aussprechen, zwi- 
schen Stickstoffverbrauch und Giirwirkung besteht bei wach- 
sender Hefe, die sich aus minimaler Aussaat entwickelt, kein 
Zusammenhang. Denn wihrend der Stickstoffumsatz mit wachsen- 
der Konzentration der Stickstoffnahrung zunimmt, liegt das Opti- 
mum der Girwirkung bei niederer Konzentration. 


Der Stickstoffumsatz bei fortschreitender Garung und derselben 
Stickstoffkonzentration. 


Nachdem gezeigt worden war, daf der Verbrauch des Am- 
moniakstickstoffs wihrend der Giirung bei wachsender Hefe den 
Erntestickstoffgehalt der Hefe um ein Mehrfaches iibertrifft, 
driingte sich naturgemaB die Frage auf, zu welcher Zeit der Ver- 
brauch des Ammoniaks sich abspielt, besonders ob er etwa wih- 
rend der Wachstumsperiode der Hefe zum Abschlu8 kommt? Zur 
Entscheidung dieser Frage wurden 18 Girflaschen genau derselben 
GréBe und Form mit der nach den Angaben der folgenden Tabelle 
zusammengesetzten Nihrlésung beschickt und mit einer durch 
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Zahlung festgestellten Zahl in Most vorgeziichteter gut gewaschener 
Hefezellen beimpft. Die so vorbereiteten Flaschen wurden nach 
dem Verweilen im Brutzimmer tiiglich gewogen. Schon dabei 
zeigte sich, da® trotz der genau iibereinstimmenden Versuchsan- 
stellung keine grobe RegelmaBigkeit im Hefewachstum oder Giir- 
verlauf zu erzielen war. Die Angabe aller Giirverlaufe wiirde zu 
weit fiihren. Genitige es hier anzugeben, daf z. B. am 12. Tag 
ein Schwanken zwischen 3,7 und 6,3 g Kohlensiiureverlust pro 
250 ccm Lésung gefunden wurde, das sich nach dem 18. Tage 
mit einem Unterschiede von 6,1 auf 10,1 g und am 23. Tage von 
7,8 auf 12,8 g CO, noch nicht ausgeglichen hatte. 


Stickstoffumsatz bei fortschreitender Garung. 


(Bestimmt aus getrennten Girversuchen.) 
250 cem 15 °/, Zucker 0,757 g (NH,), SO, + 0,1589 g Stickstoff. Logos-Hefe. 























] ] | reat. | Werbranch | Stickstott 
| | st- » 
&| Hefezahl | . | g Stickstoff a des a 
qe pro ecm 6 COs | der Hefe | anamateh- | Ammoniak- | | Ld 
4 = | Stickstof | Stickstoffs abgegeben 
3 bestinast | bestimmt | bestimmt bestimmt | berechnet | berechnet 
* | ~ | £00007; . | —— 
} | 
» | _  |_1. 0,0084 att oa 
1} 36 Mill. | IL 0,0098 I. 0,1452 0,0137 0,050 
| | 1) 1.0,1466 | 
2] 46,8 , — (77 j0,0102  11.0,1452 | 0,0182 0,0030 
| les III.0,1452 
- oo I. 0,0112 I. 0,1466 | . 
3] 57,2 , = | ’ | IL 0.1474 0,0119 0,0007 
4] 588, | — I. 0,0122 I. 0,1456 > 0,0133 0,0011 
624, | 2 gCO,| 1. 0,0096) I. 0,1851! 0,0238 0,0142 
80,0, | 44g CO, | II. 0,0154/ II. 0,1302| 0,0287 0,0133 
12} 864 » 5,5 g CO,| I. 00146) I. 0,1183| 0,0406 |  0,0260 
70,4 ,, 5,3 g CO, | I. 0,0147 | I. 0,1204, 0,0385° , 0,0238 
wl — 6,7 gCO,| I. 0,0131| I. 0,1309| 0,0280 | 0,0149 
— 6,7 g CO, | II. 0,0133 | II. 0,1302, 00,0287 00,0154 
- _ 9,7g¢CO,| I. 0,0151| I. 0.1421) 00,0168 0,0017 
— 9,7 g CO, II. 0,0157| IL. 0,1484) 0,0105 | —0,0052 
39 i 13,3 g CO, I. 0,0146 | I. 0,1249) — 0,0340 0,0194 
. _— 13,4 g CO, | II. 0,0123 | IL. 0,1323; 0,0266 0,0143 





Noch weniger genau war die Ubereinstimmung der Resultate 
an verschiedenen Tagen iiber den Stickstoffverbrauch und die 
Stickstoffausgabe durch die Hefe. Wiahrend z. B. in einem Falle 
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am 12. Tage schon 0,0406 g Ammoniakstickstoff verschwunden 
war, hat die Hefe in einem anderen am 23. Tage erst 0,0105 g 
verbraucht. Auch war, wie z. B. am 32. Tage, die Uberein- 
stimmung keine gute, wenn man zur Analyse Flaschen aussuchte, 
die gerade denselben Kohlensiureverlust erlitten hatten. Es zeigte 
sich also klar, daB aus schwer zu erklirenden Griinden, mit einer 
solchen Versuchsanstellung in getrennt vergorenen Lésungen nichts 
fiir unseren Zweck zu erreichen war. Daf die Tabelle und die 
Angaben iiber den Girverlauf hier doch Platz finden, findet da- 
durch seine Erklirung, daf erstens vor dieser Methode der Be- 
stimmung so diffiziler Einfliisse fiir spitere Fille gewarnt werden 
soll und zweitens weil durch die UnregelmiBigkeit im Girverlauf 
so gleichartiger Versuche eine gewisse Erklirung fiir die Tatsache 
gegeben wird, daB8 die friiher aufgefiihrten Versuchsreihen bei der 
Vergiirung verschiedene Stickstoffkonzentrationen enthaltender Lé- 
sungen auch ein paar aus der Reihe fallender Girverlaufe gaben. 

Aus der Tabelle geht noch mit geniigender Sicherheit hervor, 
daB die Vermehrung bei einer Aussaat von 32000 pro ccm nicht 
vor dem 12. Tage beendet war. — Weiterhin war das Maximum 
des Stickstoffgehaltes der Hefeernte 0,015 g Stickstoff. 

Diese beiden Angaben haben fiir die folgende Versuchsreihe 
Interesse, weil sie bei ihr nicht ermittelt werden konnten. Fiir 
sie wurde ein gréBeres Volumen einer Nihrlésung mit 0,04 °/o oder 
0,1 g Stickstoff auf 250 cem in einer Flasche mit Logos-Hefe be- 
impft und an verschiedenen Tagen mit steriler Pipette dreimal 
je 100 ccm entnommen. Zwei dieser dienten zu Parallelbestim- 
mungen fiir den unverbrauchten Ammoniakstickstoff, die dritten 
zur Alkoholbestimmung. Denn mit dieser muBte zur Kontrolle 
des Girverlaufs bei der Vergiirung eines so grofben Volumens der 
Stickstoffverbrauch in Beziehung gesetzt werden. Leider mubte 
man auch auf die Bestimmung des Stickstoffgehalts der Hefe ver- 
zichten, da genaue Verteilung der Zellen in einem groBen Volumen 
Fliissigkeit nicht zu erreichen ist. 
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Stickstoffumsatz bei fortschreitender Girung. 
Logos-Hefe. 


(Bestimmt aus demselben Girversuch.) 





100 com zur Analyseentnommen. 15°, Zucker. 0,04 g Stickstoff. 











at | Verbrauch | a "| ~__ Auf 250 ccm berechnet . 
Anzahl Rest-Ammoniak- des 10 ‘p...  Werbrauch | 
der Tage Stickstofi | Ammoniak- — Pn Pou... Differenz 
. en” | Stickstoffs ‘ Stickstoff Stickstoffs | 
0 0,04 g 00 | 0] o10 | 00 0,0 
3 - pa |0,0363 00037 0 | 0,0901  0,0092 | 0,0092 
‘0,0: 
6 a 0 o3ae | 0341 0,0059 0,80] 0,0852 | 0,0148 — 0,0056 
0,05 
9 - 00398 | 0337 0,0063 | 1,53] 0,0842 | 0,0158 | 0,0010 
‘0,0: 
1. 0,0832|, aoe — ad 
12 Ir 0013353 | 0327 0,0073 2,69] 0,0817 | 0,0182 | 0,0024 
15 R, sense! 0,0317  0,0083 | 3,73] 0,0792  0,0208 —0,0026 
- Vy 
. 19 R 070319 | 0316 0,0084 4,78] 0,0790 | 0,0210 0,0002 
4 — 
. 0,0304},, .. me ee o , 
mM [or 010305 | 0304 0,0096 5,25] 0,0760 | 0,0240 00,0030 
30 | 29031219 9306; 0,0094 | 6,03| 0,0765 | 0,0235 | 0,00 
) F II. 00301 | | ,0094 5,05 ),0765 ,0235 | ),000 
36 Th ag. 10,304 0,0096 | 6,60] 0,0760 | 0,0240 | 0,000 








Aus den Resultaten der Tabelle ist ersichtlich, dab der Haupt- 
verbrauch des Ammoniak-Stickstoffs in die Zeit des Hefewachs- 
tums fallt, wie das zu erwarten war. Dann tritt ein Stillstand fir 
einige Zeit ein, worauf eine neue Periode der Stickstoffentnahme 
aus der Lésung eintritt. In etwas unregelmifiger Weise zeigt 
sich dann, da8 der Stickstoffverbrauch bis zum Ende der Girung 
fortschreitet. 

Das Hauptresultat ist also jedenfalls, dai auch noch nach der 
abgeschlossenen Zellvermehrung noch Stickstoff von der Hefe auf- 
genommen wird, was sich an andersartigen Nahrlésungen nicht 
verfolgen lieB, da sich der Stickstoffgehalt der Hefe nicht mehr 
vermehrt, sondern zum Ende der Giarung, wie vorher er6rtert, so- 





gar vermindert. 
In einer stickstoffhaltigen Nahrlésung ist also die 
Girung dauernd von einem Stickstoffumsatz begleitet. 


14* 
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B. Bei einer Aussaatmenge, die Wachstum ausschlieBt. 


Nachdem in mehreren Versuchsreihen bei verschiedenen Hefe- 
typen gezeigt wurde, daf mit steigender Stickstoffkonzentration 
gréGere Stickstoffmengen durch die wachsende Hefe verbraucht 
werden, lag es nahe, die Frage auch bei einer Hefeaussaat zu 
priifen, die Wachstum ausschloB. Man kommt so nach dem Vor- 
bilde von A. Brown zu Resultaten, die nur die giirende Hefe mit 
AusschluB der vegetativen betreffen. Hier sollte also gepriift 
werden, welchen Einflu8 die Anwesenheit von Stickstoff in stei- 
genden Konzentrationen auf den Stickstoffumsatz giirender Hefe hat. 
Um aber die Resultate noch vielfiltiger zu machen, sollten ver- 
schiedene Hefen in den Bereich der Untersuchung gezogen werden. 
Es kam aber der Natur der Sache nach weniger auf die Wirkung 
verschiedener Hefetypen als vielmehr auf die verschieden stick- 
stoffreicher Hefe an. Deshalb wurden zuerst zwei PreBhefesorten 
verwandt, die die PreBhefefabrik Hellbig in Wandsbeck giitigst zur 
Verfiigung stellte. Die eine war nach dem Luftverfahren ge- 
wonnen und naturgemiB stickstoffiirmer als die andere nach dem 
Wiener Verfahren durch Abschépfen erhaltene. 

Hier muB zuerst eine Bemerkung tiber die Bestimmung des 
Stickstoffgehaltes der Hefe Platz finden, die, so viel ich sehen 
konnte, in der Literatur merkwiirdigerweise nicht beriicksichtigt 
ist. Handelt es sich um den Vergleich des Stickstoffgehaltes zweier 
Hefen, so wird immer nur von Stickstoffgehalt der Trockensubstanz 
gesprochen. Wurde dieser ermittelt, so lagen die Werte fiir die 
Lufthefe mit 6,75°/) und Wiener Hefe mit 7,38°/) nahe beieinan- 
der. Wurden diese Hefen nun mit Wasser aufgeschwemmt und in 
je 25 cem der Aufschwemmung der Stickstoff bestimmt, so fand man 
in drei Parallelbestimmungen fiir Wienerhefe 0,0477 g Stickstoff 
und fiir Lufthefe 1. 0,0514, 2. 0,0515, 3. 0,0519 mit einem Durch- 
schnitt von 0,0516 g Stickstoff. Bei Ermittlung der Zellenzahl 
zeigte sich, da die Lufthefe 2028 Zellen pro */s000 cmm, die 
Wiener Hefe jedoch nur 904 Zellen fiir dieselbe Volumeneinheit 
enthielt. Berechnet man daraus den Stickstoffgehalt einer Billion 
Zellen, so erhalt man fiir die Wiener 0,527 g und fiir die Luft- 
hefe 0,254 g Stickstoff fiir diese Zellenzahl. 

Wiihrend also der Stickstoffgehalt der Trockensubstanz der 
beiden Hefen nur verhiltnismaBig wenig differierte, war ihr wahrer 
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Stickstoffgehalt doch auBerordentlich verschieden hoch. Die Wie- 
ner Hefe enthielt pro Zelle etwa die doppelte Menge Stickstoff als 
die Lufthefe. 

Der wahre Stickstoffgehalt der Hefezellen laft sich daher nur 
durch den Vergleich mit der Zellenzahl angeben. Ich mache den 
Vorschlag eine Billion Zellen als Normalmenge anzunehmen, da 
schon da die Werte fiir den Stickstoffgehalt sehr niedrig werden. 
Auch dabei kommt man um die Schwierigkeit nicht herum, den 
Stickstoffgehalt auf verschieden groBe Hefezellen beziehen zu 
miissen. Doch gelangt man, wie die Resultate zeigen werden, zu 
einer viel klareren Kenntnis vom wahren Stickstoffgehalt der Zel- 
len unabhangig von der gréferen oder geringeren Menge des Zell- 
wassers, die sehr schwanken kann. Es braucht kaum erwiihnt zu 
werden, daf auf andere Weise der Stickstoffgehalt der Hefezellen 
nicht zu ermitteln ist. Wie sollte man den Moment festhalten, wo 
das unabgepreBte Wasser verdampft ist und das Zellwasser der 
Hefe noch festgehalten wird? 

Mit diesen beiden Hefen wurden drei Versuchsreihen angestellt. 
Die Hefeaufschwemmungen der Wiener- und der Luft-Hefe wurden 
nun so verdiinnt, daB 50 cem genau 0,04 g Stickstoff enthielten. 
Je 50 cem dieser wurden nun zu 200 cem der zu vergiirenden Niahr- 
lésungen gebracht und dadurch durch die Verdiinnung von 200 auf 
250 cem Werte fiir den Gehalt an schwefelsauren Ammoniak und 
15 °/y Zucker erhalten, wie das aus den folgenden Tabellen hervor- 
geht. Die Zahl der ausgesiiten Zellen berechnet sich dann 75,8 
Zellen fiir die Wiener und 157,1 Zellen fiir die Lufthefe pro 
'/4o00 crm. Fiir die dritte Versuchsreihe wurde eine Verdiinnung 
der Lufthefeaufschwemmung auf die Hilfte unternommen. Da- 
durch kam der Wert der ausgesiiten Zellenzahl auf 78,5 fiir 
"/ao00 Cmm, also fast gleich dem Wert der Wiener Hefe. Gleich- 
zeitig erniedrigt sich der Stickstoffgehalt der ausgesiiten Hefe auf 
die Halfte. Als der Sicherheit wegen dieser Wert nochmals in drei 
Parallelanalysen bestimmt wurde, ergaben sich die Werte I. 0,02016, 
II. 0,01988, ILI. 0,01974. Auf diese Weise wurde zugleich eine 
Bestatigung fiir die Richtigkeit der ersten Verdiinnung gewonnen, 
da die Halfte des beabsichtigten Stickstoffgehalts von 0,04 g den 
gefundenen Analysenzahlen genau entsprochen hatte. Die dritte 
Versuchsreihe gewahrt so einmal einen Vergleich fast genau der 
selben Zellenzahlen der beiden Hefen und einen andern zwischen 
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der ganzen Stickstoffmenge der Lufthefe von 0,04 und der halben 
von 0,02 g Stickstoff pro 250 cem. 

Die stickstoffreiche Wiener Hefe wurde sechs, die stickstoff- 
arme Lufthefe sieben und die Lufthefe mit geringerer Zellenzahl 
neun Tage mit der Zuckerlésung in Beriihrung gelassen. Dann 
wurde unter Zusatz einer geringen Menge stickstofffreien Kiesel- 
gubrs filtriert, wobei ein véllig klares Filtrat erhalten wurde. Die 
Hefe wurde zusammen mit dem stickstofffreien Filter sofort nach 
Kjeldahl verbrannt. Den Lésungen wurden nach dem Auffiillen 
auf 500 ccm durch Waschwasser und reines Wasser, ein fiir jede 
Konzentration fiir die Analyse geeigneter Teil entnommen und 
bald mit Magnesia usta destilliert, um nicht etwa neuen Zellen 
Gelegenheit zur Entwicklung zu geben. Fiir jede Konzentration 
waren drei Versuche angestellt worden, aus deren guter Uberein- 
stimmung die Richtigkeit der Analysen folgt. Es darf jedoch nicht 
verschwiegen werden, daf sich bei allen drei Versuchsreihen eine 
geringe Menge Kahm entwickelt hatte. Trotzdem dies kaum einen 
durch die Analyse fa8baren Einflu8 gehabt haben diirfte, wie be- 
sonders auch aus der guten Ubereinstimmung der Resultate her- 
vorgeht, so wurde spiiter noch eine weitere Versuchsreihe mit Rein- 
hefe angestellt, da sich mit PreBhefe die Kahmentwicklung nur 
mit groBer Schwierigkeit hatte ausschliessen lassen. (Vergl. die 
Tabellen Seite 207 bis 209.) 


Vergleicht man die Resultate der drei Versuchs- 
reihen, die genau wie die friiher erhaltenen berechnet wurden, 
so zeigt sich zuerst Stickstoffabgabe der Hefe an die 
Nihrlésung in allen Fallen. Auf den ersten Blick sieht 
man, daB die Stickstoffabgabe der Hefe an die Lésung 
durch die Anwesenheit assimilierbaren Stickstoffs 
auGerordentlich begiinstigt wird. Wiahrend bei Abwesenheit 
von Stickstoff in der Lésung die Hefe einen geringen Teil ihres 
Stickstoffs verlor und nach der Girung stickstoffarmer ist als vor- 
her, reichert sich die Hefe in Gegenwart von Stickstoff in der Lé- 
sung mit Stickstoff an, und zwar mit wachsendem Stickstoffgehalt 
der Lésung in zunehmendem Mabe. Fir diesen EinfluS ist aber 
mit 0,1 g Stickstoff pro 250 ccm das Maximum erreicht. Der Wert 
fiir die héhere Konzentration 0,16 g Stickstoff liegt in allen drei 
Fallen dem fiir 0,1 g Stickstoff gefundenen innerhalb der Versuchs- 
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fehler nahe. Weiterhin zeigt sich, da die stickstoffarme Hefe 
ihren Stickstoffgehalt wihrend derGirung starker erhoht als die stick- 
stoffreichere Hefe, wie das zu erwarten war. Denn der maximale Ge- 
winn der Hefe an Stickstoff betrigt fiir die Wiener nur 0,0052 g, 
fiir die Lufthefe 0,0141 g. SchlieBlich zeigt sich eine Begiinsti- 
gung der Stickstoffaufnahme bei geringerer Hefezahl. Die Luft- 
hefe mit 0,02 g Aussaat hatte ihren Stickstoffgehalt wihrend der 
Giarung maximal um 0,0120 g erhéht, die Lufthefe mit 0,04 g 
Stickstoff um 0,0141 g. Fiir die Einheit der Zahl war die geringe 
Hefezahl also stickstoffreicher geworden. 

Der Verbrauch des Ammoniakstickstoffs und der Austritt von 
Stickstoff aus der Hefe wihrend der Girung stieg in zwei Versuchs- 
reihen mit wachsender Stickstoffkonzentration an, wihrend in der 
dritten bei der Lufthefe mit héherem Stickstoffgehalt der Aussaat 
eine Abnahme bei der héchsten Konzentration zu verzeichnen war. 
Das Resultat der beiden Versuchsreihen entspricht dem aus der 
Stickstoffanreicherung der Hefe mit steigender Stickstoffkonzen- 
tration der Lésung zu erwartenden. Es steht aber in krassem 
Widerspruch zu dem einen Resultat der dritten Reihe, zumal die 
Ergebnisse fiir dieselbe Hefe verschieden sind. Die Stickstoffaus- 
gabe der Hefe folgt durch Berechnung aus dem Stickstoffgewinn 
und dem Ammoniakstickstoffverbrauch. Man miiBte also die 
Moglichkeit von Analysenfehlern fiir den einen Stickstoffverbrauch 
in Betracht ziehen, wenn die Ubereinstimmung der Resultate eine 
weniger gute wire. So mu von einer Verallgemeinerung tiber den 
Stickstoffverbrauch und den Stickstoffaustritt mit steigender Stick- 
stoffkonzentration abgesehen werden, bis durch eine neue Be- 
staétigung der erstgenannten iibereinstimmenden Versuchsreihen 
erwiesen war, daf irgend welche unberechenbaren Einfliisse fiir 
den Ausfall der dritten Reihe verantwortlich waren. Um noch 
gréBere Sicherheit zu gewinnen, wurde deshalb in der folgenden 
Versuchsreihe mit der Konzentration des Ammoniakstickstoffs 
der Liésung noch héher hinaufgegangen. 

Zur Vermeidung einer Verunreinigung durch Kahm wurde 
die fiir die neue Versuchsreihe zu verwendende Hefe selbst heran- 
geziichtet. Zu diesem Zwecke wurde eine Bierwiirze auf etwa ihr 
fiinffaches Volumen verdiinnt und zweimal nach der Sterelisation 
im Autoclaven von niedergeschlagenem EiweiBstoffen befreit, bis sie 
nach der dritten Sterelisation véllig klar blieb. Nachdem dadurch 
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und durch die Verdiinnung einem weiteren Ausfallen yon stickstoff- 
haltigen Kérpern durch den bei der Girung sich bildenden Alko- 
hol vorgebeugt war, wurde mit Logos-Hefe beimpft. Nach- 
dem sich in den zur Heranzucht verwandten 8 Liter-Flaschen ein 
reichlicher Hefesatz abgesetzt hatte, doch noch ehe die Hefe 
etwa durch die Vergaérung der Wiirze erschépft war, also nach 
sechs Tagen, wurde der Hefesatz von der Fliissigkeit getrennt und 
zweimal mit sterilem Wasser gewaschen. In der Hefeaufschwem- 
mung wurde zuerst der Stickstoffgehalt von 50 ccm bestimmt und 
dieser dann wieder durch Verdiinnen auf den gewiinschten Wert 
von annahernd 0,025 g gebracht. Drei Parallelbestimmungen, wie 
sie die folgende Tabelle zeigt, gaben dann das gewiinschte Resul- 
tat des mit der Hefe ausgesiiten Stickstoffs. 

Die wie friiher angegeben vorbereiteten Girflaschen wurden 
zur Vergiirung sechs Tage bei 23° stehen gelassen. Am Ende des 
Versuches waren sie rein geblieben. (Vergl. Tab. S. 212.) 

Das Resultat enspricht dem der vorstehenden Versuchsreihen. 
Der Stickstoffgehalt der Hefe steigt mit wachsender 
Stickstoffkonzentration der Lésung. Ebenso wichst 
der Verbrauch des Ammoniakstickstoffs und der Aus- 
tritt des Stickstoffs aus der Hefe. Wie in den friiheren 
Versuchen nimmt der Austritt des Stickstoffs aus der Hefe von 


keiner Stickstoffgabe der Lésung zur schwichsten sprungweise zu 
und steigt dann allmahlicher an. Auch die Tatsache, daf die Hefe 
ihren Stickstoffgehalt mit wachsender Konzentration der Lésung 
nicht tiber ein Maximum erhoht, findet hier eine Wiederholung, 
denn die Resultate fiir den Stickstoffgehalt der Hefe liegen bei 
den drei héchsten Konzentrationen genau bei einander. 


Dagegen tritt bei der neuen Versuchsreihe eine Neuerung in 
Bezug auf den Stickstoffgehalt der Hefe auf. Wiahrend sich bei 
friiheren Versuchsreihen die Hefe wihrend der Girung in Gegen- 
wart von assimilierbarem Stickstoff mit solchem angereichert hatte, 
ist in der letzten Versuchsreihe der Hefestickstoff in allen Fallen, 
auch dem des Maximums, niedriger, als der der Aussat. Hier 
findet sich also zum erstenmale eine Analogie mit dem Resultat 
von Duclaux’) fiir die groBe Aussaat nicht wachsender, giirender 
Hefe in einer Fliissigkeit, die Ammoniakstickstoffe enthielt. Hier 
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findet Duclauxs Angabe, daf die Fliissigkeit auch in einem sol- 
chen Falle nach der Girung stickstoffreicher sein kann als vorher, 
eine Bestatigung. Wie jedoch aus den Resultaten der anderen drei 
Versuchsreihen hervorgeht, darf man diese Beobachtung auch fiir 
den speziellen Fall nicht verallgemeinern. Es kommt dabei ganz 
auf die Art der verwandten Hefe, d. h. auf ihre urspriingliche 
Wachstumsgelegenheit an. Je armer die Hefe an Stickstoff war, 
desto mehr ist sie bestrebt, ihren Stickstoffgehalt auch ohne Wachs- 
tum wihrend der Girung zu vergréBern. Die Lufthefe tut das mehr 
als die Wiener Hefe und die in Wiirze herangezogene Hefe wird 
dabei doch stickstoffairmer. Denn diese Hefe enthielt 72,5 Zellen 
pro '/4000 cmm oder 290 Millionen pro ccm, 50 ccm mit 0,0261 g 
Stickstoff enthalten also 14,5 Milliarden Zellen oder eine Billion 
1,80 g Stickstoff. Die in Wiirze herangezogene Hefe ist daher 
viel stickstoffreicher als die Wiener mit 0,527 g und die Luft- 
hefe mit 0,254 g pro Billion Zellen. Dadurch erklart sich ihr 
vorher geschildertes Verhalten. 

Aus den angegebenen Beobachtungen kommt man auch zu 
einem besseren Verstindnis des Ehrlichschen Befundes, daB 
sich stickstoffarme Hefen besser zur Spaltung racemischer Amino- 
siuren eignen als stickstoffreiche'). Denn stickstoffarme Hefen 
entnehmen der Girfliissigkeit mehr assimilierbaren Stickstoff als 
stickstoffreiche. Dagegen kann ich mich mit der Ehrlichschen 
Stickstoffbilanz*®), auf Grund deren man nach der Vergiirung 
einer Leucinhaltigen Fliissigkeit in der Lésung eine den gebil- 
deten Amylalkohol entsprechende Stickstoffmenge nicht wieder- 
finden soll, weniger befreunden. Diese, iiberdies nicht durch Ana- 
lysenzahlen belegte, Bilanz kann nach meinen Beobachtungen tiber 
den Austritt des Stickstoffs aus der Hefe wihrend der Girung 
nicht stimmen. 


Zusammenfassend bestatigt also die neue Versuchsreihe die 
Resultate der drei friiheren tiber die Beeinflussung der Stickstoff- 
ernte der Hefe in girenden Fliissigkeiten mit groBer Aussaat. Die 
Stickstoffernte nimmt mit wachsender Stickstoffkonzentration der 
Lésung zu. 


*) Biochemische Ztschr. 1, 19. 1906. 
*) Chemische Vorgiinge bei der Hefegérung. Biochemische Ztschr. 
2, 76. 1906, 
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Weiterhin herrscht zwischen der neuen Versuchsreihe und 
zwei der friiheren Ubereinstimmung fiir den Stickstoffverbrauch 
der Hefe und den Austritt des Stickstoffs wiaihrend der Garung. 
Mit wachsender Stickstoffkonzentration wachsen auch diese beiden 
Faktoren. In der neuen Versuchsreihe kommt das noch deut- 
licher zum Ausdruck, weil mit der Stickstoffkonzentration der 
Lésung noch héher heraufgegangen wurde. Alle Wahrschein- 
lichkeit deutet daher darauf hin, da® der Ausfall der einen Ver- 
suchsreihe, der sich auf den geringer gefundenen Stickstoffver- 
brauch wahrend der Garung griindete, ein durch Versuchsfehler 
verschuldetes gewesen sein mu’. Man kommt daher zu dem 
SchluB, daB mit steigender Konzentration einer Lésung an Stick- 
stoff auch gesteigerter Stickstoffumsatz, bestehend aus gréBerem 
Stickstoffverbrauch und gréBerer Stickstoffabgabe der Hefe an die 
Lésung die Folge ist. 


In gewissem Sinne sind die Resultate der vier Reihen eine 
Bestiitigung des von Iwanoff aufgestellten Satzes, daB bei der 
Vergirung reiner Zuckerlésungen kein Eiweifzerfall der Hefe 
stattfindet. Das sprungartige Ansteigen des Stickstoffaustritts aus 
der Hefe von der stickstofffreien zur stickstoffhaltigen Lésung 
deutet an, da der Stickstoffumsatz durch den Gehalt der Lésung 
an Stickstoff sehr angeregt wird. Der geringe Verlust von Stick- 
stoff der Hefe bei der Vergirung reiner Zuckerlésung lieBe sich 
dann dadurch erkliren, da8 nicht der EiweiBstickstoff sondern 
nur der NichteiweiBstickstoff der Hefe die Zellen wahrend der 
Garung verlassen hat. Dieser wurde von Iwanoff im Hoéchst- 
falle seiner Resultate zu 14°/9 befunden. Bei meinen Versuchen 
berechnet sich der Stickstoffverlust der Hefe bei Vergiirung des 
reinen Zuckers auf 11, 13 und 16°» fiir die PreBhefen und 
auf 25°/, fiir die aus Wiirze herausgezogene Hefe, fiir die auch 
wie erinnerlich, bei Stickstoffgabe keine Zunahme an Stickstoff 
wihrend der Girung gefunden wurde. Die Ubereinstimmung ist 
also, besondérs in Anbetracht der geringen Gesamtwerte auf die 
sich die Berechnung bezieht, eine geniigende und gestattet auch 
fiir meine Versuche den SchluB, daB bei der Vergiirung reiner 
Zuckerlésung nur der Nichtproteinstickstoff die Hefezellen ver- 


lassen hat. 


= 





Uber die Stickstoffernihrung der Hefe. 215 


Wird jedoch der Wert des aus der Hefezelle austretenden 
Stickstoffs wahrend der Garung in Gegenwart assimilierbaren Stick- 
stoffs ein halb bis ein Mal so groB wie der Stickstoffgehalt der 
Hefe selbst, dann mu die Frage in Erwiigung gezogen werden, 
ob der so umgewandelte Ammoniakstickstoff den Umweg iiber 
das Hefeeiweif genommen hat. Sie kann leider keine definitive 
Beantwortung finden; denn es muf mit der Méglichkeit gerechnet 
werden, daf die erhéhte Stickstoffkonzentration nur als Reiz auf 
die Hefezelle gewirkt hat, daB eine Umwandlung des Ammoniak- 
stickstoffs nach dessen Ubertritt in den Zellsaft stattgefunden hat, 
ohne da8 dadurch direkt ein Einflu8 auf die Bildung neuen Hefe- 
eiweiBes stattgefunden hat. So kénnte sich gewissermaBen eine 
Vorbereitung zum EiweiBaufbau eingeleitet haben, die dann in- 
folge zu reichlich gebotener Zwischenstufen, die nicht in ihrer 
ganzen Menge Eiwei8 werden konnten, zum Stillstand gekommen 
war. Doch gehért diese Frage noch in das Gebiet der Spekulation, 
so sehr sie auch znm Nachdenken anregen mag. 

Jedenfalls findet bei héheren Stickstoffgaben eine bedeutende 
Luxuskonsumption dieses durch die Hefe statt. Denn nachdem 
festgestellt wurde, da8 Zellvermehrung sowohl wie Garung, die 
man hier vom teleologischen Standpunkt aus als Beschaffungs- 
zweck des andere Organismen abwahrenden Alkohols auffassen 
soll, ihr Optimum weit unter dem Maximum des Ammoniakver- 
brauchs durch die Hefezelle finden, so kann man das so reichliche 
Hineinziehen dieses in den Stoffwechsel der Hefe nur als Luxus- 
konsumption ansprechen. Eine Luxukonsumption ist der groBe 
Stickstotfverbrauch der Hefé in solehen Fallen um so mehr, als 
die Hefe das Oberma8 dieses ihr so wertvollen Nahrmaterials 
nicht wie viele héhere Pflanzen zu spiterer Verwendung stapelt, 
sondern es in der Nihrlésung entlaBt. Man darf hier jedoch von 
keinem reinen Exkret sprechen. 

Pfeffer’) spricht vom rein physiologischen Standpunkt aus 
von Exkreten und Sekreten. Sekrete bedeuten allgemein Aus- 
scheidungen aus der Zelle, Exkrete dagegen nur solche Ausschei- 


dungsprodukte, die keinen weiteren Nutzen bringen kénnen. Die 


Begriffe Exkret und Sekret kénnen, wie auch schon Pfeffer be- 
tont, hiufig nicht scharf auseinander gehalten werden. In unserm 


*) Pflanzenphysiologie 1, 440. 1897. 
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Falle kann der aus der Hefezelle in die Lésung entlassene Stick- 
stoff sicherlich zum Aufbau neuer Zellen dienen. In der anfing- 
lichen Lebensperiode der Hefe wird er gewiB z. T. auch dazu her- 
angezogen, spiter aber tritt das mehr und mehr zuriick und jeden- 
falls dient nur ein Teil des sekreten Stickstoff, neue Zellen zum 
Aufbau ihrer Leibessubstanz, wiihrend der gréBte Teil exkretiert 
wird. 


Der Stickstoffwechsel der Hefe bildet gewissermaBen eine 
Zwischenstufe zu dem der héheren Pflanzen und héheren Tieren. 
Wihrend die héheren Planzen ihre Energie der im Lichte statt- 
findenden Kohlensiureassimilation im Chloroplasten verdanken 
und dabei befiihigt sind die geringsten Stickstoffkonzentrationen 
ihres Naihrbodens auszuniitzen, an sich zu reifen und in ihren 
lebenden Teilen véllig festzuhalten, schépft das héhere Tier seine 
Energie nicht nur aus dem Zerfall der gebotenen Fette und Kohlen- 
hydrat sondern auch der stickstoffhaltigen Eiwei8substanzen. 
Hierbei findet ein dauernder Abbau des Eiweif statt, der sich im 
gesunden, ausgewachsenen Lebewesen so vollzieht, daB das Indi- 
vidium im Stickstoffgleichgewicht ist, d. h. den aufgenommenen 
EiweiBstickstoff in seiner Gesamtheit im Harn ausscheidet ’). 

Die Hefe nun schépft ihre Energie, wenigstens in dem Falle, 
in dem ihr nur die energetisch niedrig stehende Stickstoffquelle, 
nimlich das Ammonium Jon, geboten wird, nur aus der Vergii- 
rung des Zuckers. Die einzelne Zelle kann wohl im Stickstoff- 
gleichgewicht stehen, die Gesamtheit der wachsenden Zellen 
nimint jedoch an Stickstoff zu, wie der Kérper einer wachsenden 
héheren Pflanze. Die einzelne Zelle verhalt sich ahnlich wie ein 
héheres Tier insofern sie bei konstantem Stickstoffgehalt ein Stick- 
stoffwechsel unterhilt. Mit diesem hat sie das gemeinsame, dab 
sie mit vermehrter Stickstoffzufuhr wachsende Mengen Stickstoff 
in die Lésung entlaBt, wie ein Tierkérper bei vermehrter EiweiB- 
zufuhr nie mehr als ein Maximum des Stickstoffs an sich halten 
kann und mit gréBeren EiweiBgaben auch zu gréBerer Ausschei- 
dung von Stickstoff im Harn gezwungen wird‘). 

DaB der Stoffwechsel der Hefe eine Mittelstellung zwischen dem 
der héheren Pflanzen und héheren Tiere einnimmt, geht noch be- 


*) Vergleiche hierzu: Tigerstedt, Lehrbuch der Physiologie des 
Menschen 1905. Viertes Kapitel. 
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sonders daraus hervor, daf sie sich letzteren in der Ausnutzung der 
Nahrsubstrate nahern kann, weil sie auch aus der Stickstoffquelle 
Energie zu scképfen imstande ist, wenn diese nimlich in héher 
molekularer Form als im Ammonium Jon z. B. als Aminosiiure ge- 
boten wird. Das geht deutlich aus der Spaltung hervor, die Hefe 
mit Leucin vornimmt, das sie in Amylalkohol verwandelt. Denn 


y 


diese Umwandlung ist mit Energiegewinn verbunden. 

So kann man also die Betrachtung dahin zusammenfassen, 
daf Hefe in der Ausnutzung der Nihrsubstrate zwischen héheren 
Pflanzen und hoéheren Tieren steht, sich letzteren aber durch die 
Ausscheidung eines Teiles des Stickstoffs und die Méglichkeit des 
Energiegewinns aus Stickstoffmaterial mehr niihert. 


Anhang. 


ee 


Der Einfluf der Zuckerkonzentration auf den Girverlauf. 

Im AnschluB an die Versuche tiber die Garwirkung mit ver- 
schiedener Stickstoffkonzentration wurde auch die Wirkung ver- 
schiedener Zuckerkonzentration auf den Giirverlauf in das Bereich 
der Untersuchung gezogen. Zu diesem Zwecke wurde eine Wiirze 
mit etwa 153 g Zucker pro Liter benutzt. 25, 50 und 75 g Zucker 
wurden mit dieser Wiirze auf 250 cem aufgefiillt und nach dem 
Beimpfen mit Logos-Hefe bei derselben Temperatur von 23° © 
wie die urspriingliche Wiirze vergoren. Das Resultat auf 1 Liter 
Lésung umgerechnet findet sich in der folgenden Tabelle, deren 
Resultate dann weiterhin in ein Koordinatensystem (vergleiche 
Seite 185) tibertragen wurden. Die Giérungen wurden unterbrochen, 
nachdem die mit Zucker versetzten zum selben Vergiirungsgrad 
d. h. einem Gewichtsverlust von etwa 74 g CO pro Liter, den die 
unveriinderte Wiirze erreichen konnte, gekommen waren. Es zeigte 
sich, daB der genannte Gewichtsverlauf bei 200 und 300 g Zucker- 
zusatz etwa zur gleichen Zeit d. h. schon am 5. Tage und schneller 
als bei Zusatz von 100 g Zucker erreicht war. Hier dauerte das 
8 Tage und mit unverinderter Wiirze noch bedeutend liinger, niém- 
lich 23 Tage. Man kann also das langsame Zuendekommen der 
Vergiirung der urspriinglichen Wiirze nicht der hindernden Wir- 
kung des Alkohols zuschreiben, sondern mu8 den Zuckermange! 
dafiir verantwortlich machen. Dagegen nahm die Intensitat der 
Angarung, die bei Zusatz von 100 g Zucker die der reinen Wiirze 
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stark tibertraf, von 100 g Zucker zu 200 g und von 200 g zu 300 g 
ab. Die Entwicklung der Zellen muf sich also wohl bei 253 g 
Zucker pro Liter am giinstigsten gestaltet haben, giinstiger als mit 
153 g, wogegen sie durch héheren Zuckerzusatz wachsende Hin- 
derung erfahren haben muf. 

Die Resultate lassen sich dahin summieren, daf Zellvermeh- 
rung bei 25°/, Zucker fiir Wiirze am giinstigsten ist, daB aber ein 
schneller Girverlauf durch noch héhere Zuckerkonzentration bis 
zu 45°/9 erreicht wird. Hier findet also die bei Acetondauerhefe 
gemachte Beobachtung eine Bestitigung, die dafiir verantwortlich 
sein mu, dai man bei solcher Hefe zur Erreichung eines hohen 
Vergiirungsgrades mit so hohen Zuckerkonzentrationen wie 40°/o 
arbeitet. 

Giirverlauf in g CQOg per Liter bei verschiedener 
Zuckerkonzentration. 
Wiirze beimpft mit Logos-Hefe. 





Anzahl Zuckerzusatz 


der Tage pro | Wiirze 8 aad nd ail 
0 | 
1 17,2 24,8 10,0 24 
2 28,4 48,4 36,0 | 16,4 
% 34,8 56,4 49,2 | 39,6 
4 ; 64,8 68,0 | 65,6 
5 45,2 67,6 744 | 73,6 
6 46,2 70,0 
7 49,2 72,4 
8 52,8 74,4 
9 56,8 
10 60,0 | 
11 62,4 
12 . 
13 66,0 
14 67,2 
15 | 68,4 
16 d 69,6 
17 
18 | | 
19 
a vollige 
- Ver- 
22 | girung 
23 73,6 | 
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Der Einfluf der Liiftung auf die Girwirkung der Hefe. 

Gelegentlich eines Versuches iiber die Bildung von Fuselél 
zu verschiedenen Zeiten der Girung, der an anderer Stelle beriick- 
sichtigt werden wird, stellte sich heraus, dai der Alkoholgehalt 
einer Wiirze an einem bestimmten Tage verschieden hoch war, je 
nachdem man die Girung in offener Giirflasche oder unter einem 
Girverschluf unternommen hatte. Der Grund fiir diese Erschei 
nung mul ohne Frage in der hemmenden Wirkung der CQ: auf 
den Giarverlauf gefunden werden. Die Hinderung des Entweichens 
der Kohlensiiure durch den GiirverschluB ist nur eine Abschwichung 
der Versuchsanstellung von Prandtl'), der im zugeschmolzenen 
Rohr arbeitete und von Foth*), der einen Uberdruck von einer 
halben Atmosphire auf die girende Fliissigkeit wirken lie’. Auch 
Hansen") und Ortloff*) fanden, dab gesteigerter COz-Gehalt der 
Fliissigkeit den Gesamteffekt der Giirung hindert. 

Immerhin ist bemerkenswert, dab eine so geringe Verzogerung 
des Entweichens der Kohlensiiure, wie sie ein Giirverschlul im 
Vergleich zu einer mit Watte verschlossenen Girflasche, die nicht 
beweet wird, bietet, schon einen so merkbaren Unterschied im 
Girverlauf zur Folge hat; die folgende Tabelle enthilt die mit 
250 cem Wiirze gewonnenen auf 1 Liter umgerechneten Resultate 
der Alkoholbestimmungen. Aus den 250 cem Lésung wurden 
150 cem abgedampft und der Alkoholgehalt bei 15° C mit dem- 
selben Pyknometer unter méglichster Innehaltung der Temperatur 
ermittelt. Die Impfung geschah mit einer Ose Logos-Hefe, die 
frisch vorbereitet und 48 Stunden alt war. (Vergl. Tab. Seite 220.) 

Wie man sieht, ist der Unterschied im Girverlauf zwischen 
Watte- oder GirverschluB ein ganz bedeutender. Die Vergiirung 
ist unter Watte schneller. Am 4. Tag ist die Differenz im Alko 
holgehalt zwischen den beiden Versuchsreihen am gréften, um 
dann bei zunehmender Zeit allmiihlich wieder abzunehmen. Dies 
findet im hemmenden EinfluB des Alkohols seine Erklirung, der 
vom 4. Tag bei der Girung unter Watte deutlich einsetzt. 


*) Bayrische Bierbrauer. 1865. 

*) Wochenschr. f. Brauerei 1887, 73. 

5) Centralbl. f. Bakt. 1. 1887. Ztschr. fiir das gesamte Brauwesen 
1887, 304. 

*) Centralbl. f. Bakt. (Abt. IL) 6, 676. 1900. 
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Vergleich zwischen der Menge Alkohol, die unter Watte- 
verschluB oder GiarverschluB an verschiedenen Tagen 






pro Liter Wiirze gebildet wurden. 
Beimpft mit Logos-Hefe. 




















: Unter Watte- Unt : 
Pang verschlu8 G irverschlu8 Differenz 
g a a K 
2 20,40 16,64 | 3,76 
3 44,36 36,48 | 7,88 
4 56,04 42,36 13,68 
5 61,32 52,64 8,68 
6 63,56 58,20 5,36 
7 66,24 59,52 6,72 
8 65,76 61,32 4,44 





So zeigt der Versuch jedenfalls, daf man im Laboratorium 
unter Giarverschliissen gewonnene Resultate nicht in ihrer ganzen 
Breite auf die Bedingungen offener GiirgefiBe iibertragen darf. 
Der Wert der Bestimmung eines Giirverlaufs durch Wigen des 
COz-Verlustes unter Giirverschliissen wir dadurch nicht unbe- 
deutend vermindert. 





SchluB. 


Wir stehen am Ende unserer Betrachtungen tiber den Einflub 





des Stickstoffs in giirenden Fliissigkeiten auf verschiedene Lebens- 
funktionen der Hefe. Ob es uns gelungen ist, den roten Faden 
durch den verschlungenen Pfad der Einzelbetrachtungen zu winden, 
kann erst eine allgemeine Kritik entscheiden. Auf einem Gebiete, 
das schon von Pasteur als ein verworrenes angesprochen wurde, 
: ist auch heut noch manches problematisch, vieles noch in das Dunkel 
: gehiillt, welches alle Fragen der Lebensfunktionen, die das EiweiB 
mit einbeziehen, umgibt. Die am Ende stehende SchluBbetrach- 
tung, welche unsere Kenntnis iiber den Stickstoffeinflu8 und Um- 
satz wibhrend der Giirung zusammenfaBt, wird jedoch, wie ich 
glaube, beweisen, da8 wir tiber den Standpunkt Duclauxs (a. a. O. 
S. 215) hinausgekommen sind, den er am Ende seines Kapitels 
iiber die Stickstoffernihrung der Hefe in folgende Worte kleidet: 
»Die physiologische und chemische Zusammensetzung einer Hefe 
sind also vollig verschieden. Nur die Garkraft wiichst nach Hay- 
duck mit ihrem Reichtum an Stickstoff. Dies ist die einzige Be- 
obachtung, die inmitten all dieser so schwer faBlichen Variationen 
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unverinderlich besteht, die den Gegenstand einer Menge von Ver- 
éffentlichungen gebildet haben, unter denen man eine Fille von 
Widerspriichen aufdecken kénnte, aber deren inneren Gehalt mu 
kondensieren man sich lieber versagen soll.“ 


Zusammenfassung der Resultate des Teil II. 


Die Hefe enthalt Stickstoff (Kunkel). Die Zuckerspaltung 
ist von einem Verlust des Stickstoffs der Hefe begleitet (Thé- 
nard), wobei die Hefetrockensubstanz stickstoffarmer wird (Mit- 
cherlich). Nach Liebig ist die Zuckerspaltung eine molekulare 
Bewegung, ausgelést durch eine spontane Zersetzung der eiweib- 
artigen Substanz, wihrend Niigeli diese nur fiir die Folge der 
stattfindenden Girung hait. Auch Pasteur hielt EiweiBumsetzung 
fiir die notwendige Begleiterscheinung der Giirung. Er beobachtete 
auch den Austritt des Stickstoffs aus der Hefe bei der bloBen Auf- 
schwemmung mit Wasser. 

Die Vermehrung der Hefe in giirender Maische ist bei Beginn 
der Hauptgiirung beendet (Hayduck). Der Gehalt der Maische 
an léslichen stickstoffhaltigen Substanzen nimmt wihrend der 
Garung ab, Hefewachstum und Giirwirkung der Hefe stehen aber 
in durchaus keinem Verhiltnis zu einander (Delbriick). Bei der 
Nachgiarung findet wieder Zunahme an geléstem Stickstoff statt 
(Delbriick). Die Hefe nimmt aus Wiirzen immer mehr Amid- 
stickstoff als Proteinstickstoff auf (Lintner). In wenig Stickstoff 
enthaltender Lésung entstehen Hefen von minimalem Stickstoff- 
gehalt, deren Mengen dem Stickstoffgehalt der Lésung proportional 
sind. Bei héherem Stickstoffgehalt der Lisungen bleibt die Hefe- 
menge konstant, wihrend ihr Stickstoffgehalt wiichst. Der in einer 
Lésung enthaltene Stickstoffgehalt wird nur bis zu einer gewissen 
Konzentration ganz von der Hefe ausgenutzt. Die Stickstoffaus- 
scheidung durch die Hefe nimmt mit steigendem Stickstoffgehalt 
der Nahrlésung, mit der Dauer der Girung und der Erhéhung der 
Giartemperatur zu (Hayduck). Mit steigendem Stickstoffgehalt 
der Hefe findet eine Zunahme der Garkraft statt (Hayduck). 

Bei Steigerung der Zuckerkonzentration von 10 auf 20°/5 
findet gesteigerte Ausnutzung des Stickstoffs durch die Hefe, ver- 
bunden mit gréBerer Garwirkung statt. (Bewiesen nur fiir das 
Ammoniak von Thomas, fiir das Asparagin von Stern.) Die 
Oberhefe verbraucht in einer Lisung, die Ammoniak- und Aspa- 
raginstickstoff enthalt, unter sonst gleichen Bedingungen weniger 
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des ersteren als die Unterhefe (Petit). Auf derselben Wiirze 
geben verschiedene Heferassen groBe Schwankungen in der Hefe- 
ernte und deren Stickstoffgehalt (Boulanger). Die Liiftung be- 
giinstigt die Stickstoffaufnahme durch die Hefe (Boulanger, 
Hyde). Bei optimaler Temperatur wird bei gleichzeitiger An 
wesenheit der Ammoniak-Stickstoff mehr als der organisch ge- 
bundene, bei héherer Temperatur der organisch gebundene mehr 
als der Ammoniak-Stickstoff ausgenutzt (Laborde). Die Hefe- 
ausbeute fillt vom Pepton als Stickstoffquelle zum Asparagin 
(Kusserow) und zum Ammonsulfat (Bokorny). Peptonzusatz 
beschleunigt den Giirverlauf eines Mostes auBerordentlich (Beh- 
rens). Die Hefe verliert in sehr peptonreicher Lésung in 
Gegenwart nur geringer Zuckerkonzentration ihren Charakter als 
Girungsorganismus, wihrend ihre vegetabilische Lebenskraft sehr 
gesteigert wird (Iwanowski). Mit Hefewasser als Stickstoff- 
quellen entfalten bei einer Konzentration von etwa 0,008 °/o Stick- 
stoff verschiedene Hefen eine gréBere Girwirkung als mit Pepton 
und Asparagin (Hess). Logos hat gréBere Gir- und Vermehrungs- 
energie als Hefe Saaz und Frohberg (Hess). 

Bei der Vergiirung reiner Zuckerlésungen macht sich in den 
ersten Tagen, ehe die Erschépfung der Hefe eintritt, keine Eiweib- 
zerspaltung bemerkbar. Die Girung ist also nicht an einen Ei- 
weiBzerfall der Hefe gebunden. Wiihrend der Girung bildet sich 
eine fliichtige Substanz, die den EiweiBzerfall hemmt (Iwanoff). 

Meine eigenen Versuche gestatten folgende allgemeine Schlub- 
folgerungen. Die Giirwirkung wachsender Hefe steigt bei Pepton 
als Stickstoffquelle mit wachsender Stickstoffkonzentration. Bei 
Leucin, Asparagin und schwefelsaurem Ammoniak verringert sich 
die Giirwirkung mit steigender Stickstoffkonzentration der Nahr- 
lésung von einem Minimum der Stickstoffgabe an, das offenbar 
fiir die Ernihrung der Zellen nicht mehr ausreicht. Denn die bei 
diesem Minimum gebotene Stickstoffgabe wurde beim schwefel- 
sauren Ammoniak, bei dem das ja nur bestimmt werden konnte, 
von der Hefe ganz verbraucht. Dieses Minimum der ausreichen- 


den Stickstoffgabe und Maximum der Giarwirkung liegt beim 
Leucin, Asparagin und schwefelsauren Ammoniak nahe_ bei 
0,008 °/) Stickstoff. Bei diesen drei Stickstoffquellen wird nicht 
nur die relative, sondern auch die absolute Intensitét des Giirver- 
laufs ziemlich unabhingig von der Form der Stickstoffquelle. 
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Bei den drei genannten Stickstoffquellen findet bei allen drei 
Hefetypen ausgehend vom genannten Optimum mit zunehmender 
sowohl wie abfallender Stickstoffkonzentration der Liésung Abfall 
in der Intensitaét der Girwirkung mit groBer RegelmiBigkeit statt. 

Bei der optimalen Stickstoffgabe der drei letztgenannten Stick- 
stoffquellen wirkt Pepton viel schlechter als diese auf den Giir- 
verlauf. Der héthste 6konomische Faktor, d. h. schnelister Gir 
verlauf mit geringster Stickstoffgabe, wird also nicht beim Pepton, 
sondern mit Asparagin erzielt. 

Die Kombination verschiedener Stickstoffquellen ist im Ver- 
gleich zu einer auch bei gleichbleibender Stickstoffkonzentra- 
tion weit giinstiger auf die Girwirkung. Auch in Kombination 
von Asparagin und schwefelsaurem Ammoniak geben 0,008 °/o 
Stickstoff wieder maximale Giirwirkung von allen gepriiften Kom- 
binationen mit Ausschlu8 von Pepton. 

Leucin wirkt mit steigender Konzentration hemmend auf die 
Girwirkung abgetéteter Hefe. 

Mit steigender Peptonkonzentration steigert sich auch die 
Zahl der geernteten Hefezellen analog der Steigerung der Giir- 
wirkung. Bei Leucin, Asparagin und schwefelsaurem Ammoniak 
fillt maximale Zah] der Hefeernte nicht mit héchster Stickstoff- 
konzentration zusammen. Bei allen drei Stickstoffquellen lag die 
giinstigste Konzentration fiir Aufzucht der gré®ten Hefezahl bei 
0,0321 °/o Stickstoff. Da das Maximum fiir die Girwirkung nahe 
bei 0,008 °/p also dem vierten Teil lag, so fallt Optimum der Giar- 
wirkung und des Wachstums nicht zusammen. 

Der Stickstoftgehalt der Hefeernte ist von der Konzentration 
der Lésung an Stickstoff ziemlich unabhingig, jedenfalls viel un- 
abhiingiger als der Stickstoffverbrauch der Hefe wiihrend der Gi- 
rung. Das findet seine Erklirung in dem Austritt von Stickstoff 
aus der Hefe wiihrend der Giirung, der deshalb bei der Bestim- 
mung des Verbrauchs immer beriicksichtigt werden mul. Dieser 
kann bei Wachstum minimaler Einsaat wihrend der Girung den 
Stickstoffgehalt der Hefe um ein mehrfaches iibertreffen. Diese 
am Ammoniak als Stickstoffquelle gewonnenen Resultate sagen 
weiter aus, daf der Verbrauch des Ammoniaks und der Austritt 
von Stickstoff aus der Hefe mit wachsender Stickstoffkonzentra- 
tion der Nahrlésung zunimmt. 0,04 °/) Stickstoff wird bei Ver- 
girung einer 15°/jigen Zuckerlésung bei drei verschiedenen Hefe- 
typen ganz ausgenutzt. 
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Da nun der Stickstoffverbrauch mit wachsender Konzentra- 
tion weit iiber das Optimum der Girwirkung hinaus zunimmt, so 
folgt daraus, daf zwischen Stickstoffverbrauch und Giarwirkung 
kein direktes Verhiiltnis besteht. 

Eine giirende Hefe, die durch grofe Einsaat am Wachstum 
gehindert wird, verhalt sich in den eben gegebenen Beziehungen 
ebenso wie eine aus minimaler Aussaat heranwachsende. Findet 
sie Stickstoff in der Lésung vor, so verbraucht sie mit wachsender 
Konzentration dieses mehr und entlai®t auch mehr in die Lésung. 
Auch der Stickstoffgehalt der Hefeernte wiichst mit steigender 
Konzentration der Lésung in solchem Falle. Dagegen kann der 
Erntestickstoff gréBer oder kleiner als der der Aussaat sein, je 
nachdem man stickstoffarme oder -reiche Hefe verwendet. 

Bei der Vergiirung reiner Zuckerlésungen ist bei groBer Aus- 
saat vor der Zeit der Hefeerschépfung nur geringer Sticktoffaus- 
tritt aus der Hefe zu beobachten, soda8 man im Zusammenhang mit 
den Resultaten von Iwanoff annehmen kann, dafi nur Nicht- 
eiweibstickstoff in die Lésung entlassen wurde. Dieser Austritt 
von Stickstoff aus der Hefe kénnte z. T. abgestorbenen Zellen zu- 
geschrieben werden. Dadurch mag sich auch erkliren, daB die 
Werte fiir ausgetretenen Stickstoff etwas gréBer als die fiir 
NichteiweiBstickstoff der Hefe gefunden wurden. Bei den groben 
Mengen von Stickstoff jedoch, der die Zellen in Gegenwart von 
assimilierbarem Stickstoff der Lésung verliBt, muB die aus toten 
Zellen abgegebene Quantitit verhiltnismaBig aiuBerst gering sein. 

Der Stickstoffgehalt einer Hefe ist nicht vom Stickstoffgehalt 
ihrer Trockensubstanz, sondern in hohem Grade auch von dem 
Prozentgehalt an Trockensubstanz oder Zellwasser abhiingig. Man 
kann den wahren Stickstoffgehalt einer Hefe daher nur in Be- 
ziehung zu einer bestimmten Anzahl Hefezellen ermitteln, da man 
wasserfreie Hefe durch Trocknen nicht darzustellen imstande ist, 
ohne auch das Zellwasser zu verdampfen. 

Der Stoffwechsel der Hefe steht in der Mitte zwischen dem der 
héheren Tiere und héheren Pflanzen. Die Hefe ist imstande, ihre 
Energie nur aus dem Zerfall der Kohlenstoffquelle zu schépfen, 
wie die Pflanze nur Energie aus der Kohlensiiureassimilation ge- 
winnt. Die Hefe kann aber auch Energie aus der Spaltung der 
Stickstoffquelle gewinnen, wodurch sie sich den héheren Tieren 
niihert, die ihre Energie nicht nur aus Fetten und Kohlehydraten 
sondern auch aus sich abbauenden Eiweifsubstanzen beziehen. 
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Teil II. 


Der EKinfluB der Stickstoffernihrung auf die Bildung 
der Nebenprodukte, speziell des Fuselél, bei der 
alkoholischen Girung. 


Historische Einleitung. 


Die Beobachtung, daB sich bei der alkoholischen Girung Ne- 
benprodukte bilden, ist schon alteren Datums. Diese Nebenpro- 
dukte sind bekanntlich verschiedener Art. Neben den schon von 
Pasteur beobachteten Glyzerin und Bernsteinsiiure sind Fett- 
siituren, Ester, Aldehyde, zuweilen das Isobutylenglykol und vor 
allem die héheren Alkohole zu nennen. Das Interesse an dem 
Ursprung dieser Produkte ist dagegen jiingeren Datums. Es schien 
hier besonders wissenswert zu erfahren, ob die Nebenprodukte aus 
dem der Hefe gebotenen Zucker hervorgehen, ob sie anderen Ur- 
stoffen ihr Auftreten verdanken oder durch Nebengiirungen ge- 
bildet werden? Der Wunsch diese Fragen zu lésen, war gerade fiir die 
héheren Alkohole, die hier wie allgemein iiblich schlechthin Fu- 
sel6l genannt werden sollen, ein besonders brennender und zwar 
aus zwei Griinden. Erstens ist die stiirkere oder schwiichere Bil- 
dung dieser Produkte fiir die Giirungs-Industrie von Interesse, da 
diese fliichtigen Produkte, im Gegensatz zu den unter den nor- 
malen Verhiiltnissen der in der Praxis gehandhabten Destillation 
nicht fliichtigen, Glyzerin und Bernsteinsiiure, die Qualitiit des 
gebildeten Alkohols, yon dem sie nur schwer zu trennen sind, be- 
einflussen und deshalb die Unterdriickung der Fuselélbildung 
speziell fiir die Spiritus-Industrie von Wert wiire. Zweitens weil 
einerseits infolge der Verwendung besserer Methoden, vor allem 
durch die Einfiihrung von Hefereinkulturen, ein Riickgang in der 
Fuselélproduktion zu verzeichnen war, andererseits aber die Nach- 
frage nach diesem Produkt, besonders dessen Hauptbestandteil, 
dem Amylalkohol durch die chemische Industrie wuchs. Denn der 
Amylalkohol findet in Form verschiedener Ester Verwendung als 
Fruchtessenz; in weit gréBeren Mengen aber wird das Amylacetat 
zur Gelatinisierung von Sprengstoffen verwandt, so daB bald 
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Mangel auf dem Weltmarkt eintrat, der mit groBer Preissteigerung 
verbunden war. 

Die verschiedenen Einfliisse, welche die Bildung von Glyze 
rin und Bernsteinsiure bei der alkoholischen Giirung beeinflussen, 
sind infolge langbekannter Methoden zur Bestimmung dieser Kér- 
per, eingehend erforscht worden. Fiir das Fuselél blieb das in- 
folge Mangels einer geeigneten Methode aus. 

Was iiber den Ursprung und die Zusammensetzung des Fusel- 
6ls vor Einsetzen meiner Arbeiten bekannt war, habe ich schon 
friiher zusammengefaBt'). Ich habe damals hervorgehoben, dab 
die ilteren Theorien iiber den Ursprung des Fuseléls noch sehr 
mangelhaft waren und besonders auf die groBe Ubereinstimmung 
in der Zusammensetzung der aus verschiedenen Produkten gebil- 
deten Fuseléle hingewiesen. Neben Amylalkohol und seltener 
auftretenden Alkoholen mit mehr Kohlenstoffatomen findet sich 
immer normaler Propylalkohol und [sobutylalkohol im Fuselél. 

Als ich mich vor mehr als drei Jahren mit der Frage nach 
dem Ursprung des Fuseléls zu beschiftigen anfing, erschien, ehe 
meine Untersuchungen zu einem Abschlu8 gelangt waren, eine 
Veréffentlichung von Emmerling?®), der einen Fuselél bildendes 
Bakterium isoliert haben wollte. Im Anschlu8 an den Titel dieser 
Publikation nannte ich eine kurze Mitteilung*), um mir das Recht 
zu weiterer Arbeit auf dem von mir bereits in Angriff genomme- 
nen Gebiet zu sichern: , Zur Fuselélfrage*. Daf aber in dieser 
Mitteilung ausgesprochen ist, daB ich Bakterien die Bildung von 
Fuselél bei der Alhoholgiirung zuschrieb, wie das neuerdings 
Ebrlich*) und Windisch®) angeben, muB8 ich bestreiten. Ich 
habe vielmehr, nach eingehender Kritik der friiheren Theorien 
tiber den Ursprung des Fuseléls und genauem Studium der durch 
Bakterien gebildeten héheren Alkohole, bald darauf*®) deutlich aus- 
gesprochen, daf nach meinem Dafiirhalten die Bildung héherer Al- 
kohole bei der Hefegiirung nicht auf die Mitwirkung von Bakte- 


’) H. Pringsheim, Centralbl. f. Bakt. (Abt. IT) 15, 300. 1905. 
*) O. Emmerling, Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 88, 3535. 1904. 
5) H. Pringsheim, Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 38, 486. 1905. 
*) F. Ehrlich, Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 39, 4072. 1906. 
5) Karl Windisch, Die chemischen Vorgiinge beim Werden des 
Weines. Stuttgart, Eugen Ulmer 1906, 41. 
*) H. Pringsheim, Centralbl. f. Bakt. (Abt. IT) 16, 300. 1905. 
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rien zuriickzufiihren sei. Besonders wurde yon mir damals noch 
hervorgehoben, daB alle bekannten Bildner héherer Alkohole But- 
tersiiurebakterien sind, und daB die Menge der durch sie gebildeten 
Buttersiiure im Vergleich zur Menge der gebildeten Alkohole gar 
nicht dem Verhiltnis dieser Produkte in allen bis jetzt unter- 
suchten Fuselélen entspreche! 

Besonders eingehend war meine Kritik der Angaben von 
Perdrix'), der ein Amylalkohol bildendes Bakterium_ isoliert 
haben wollte. Ich legte damals klar, warum durch die Art der 
Perdrixschen Analyse kein Beweis geliefert sei, daB das Bakte- 
rium in der Tat Amylalkohol produziere. Dasselbe lieB sich von 
den Bakterien sagen, die Pereine und Guignard®) zur Produk- 
tion eines fuselreichen Brennspiritus beniitzen wollten. Da nun 
A. Bau, in seinem Aufsatz tiber den Chemismus der Alkoholgii- 
rung in Lafars Handbuch der technischen Mykologie’), einem 
Buche, das von jetzt an fiir solche Fragen maBgebend sein sollte, 
alle meine Resultate unberiicksichtigt liBt und von neuem, sowohl 
im Kapitel tiber die fliichtigen Nebenprodukte der alkoholischen 
Girung wie im Anhang iiber die Alkoholbildung durch Bakterien, 
von dem besonderen Interesse spricht, da diesen Amylalkohol 
bildenden Bakterien zukommt, ist bedauerlich. Bis jetzt ist noch 
kein Bakterium in das Bereich der exakten Forschung gesetzt 
worden, das Amylalkohol in mehr als Spuren zu bilden imstande 
wire. Dies wird auch durch die Tatsache nicht erschiittert daB E. A. 
Mislin und A. Lewin ein drittes Bakterium von Pflaumen isoliert 
haben wollen, dessen Gebrauch sie sich zur technischen Beschaf- 
fung von Amylalkohol patentieren liefien*). Denn trotzdem eine 
mir von den genannten Herren auf meinen Wunsch iibersandte 
Probe nach genauer Analyse, die nicht die Siedepunktbestimmung 
der Alkohole allein sondern auch die der ihnen korrespondieren 
den Jodide zur Grundlage hatte, der Zusammensetzung eines nor- 
malen Fuseléls entsprach, konnte keine Nachuntersuchung mit 
Hilfe des aus einer Reinkultur gebildeten Alkoholgemisches unter- 
nommen werden, da die genannten Herren die Uberlassung einer 


) Perdrix, Ann. de |'Institut Pasteur 5, 307. 1891. 
2) D. R.-P. 139387 vom 23. November 1901. 

®) 4, 371, speziell 402. 

*) Engl. Patent 10435 vom 31. Mai 1905. 
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Kultur aus praktischen Griinden ablehnten und jeden weiteren 
Verkehr abbrachen! — 

Neuerdings gibt noch K. Windisch (a. a.O) an, daB er im 
Jahre 1901 drei Traubenmoste teils der spontanen Girung, teils 
der Vergiirung durch Hefereinkultur iiberlie8 und bei der Ana- 
lyse des gebildeten Alkohols nach dem Réseschen Verfahren in 
ersterem Falle bedeutend héhere Fuselélmengen vorfand. Daraus 
schluBfolgert er wiederum, daB doch ein nicht unerheblicher Teil 
der héheren Alkohole auf Rechnung von Nebengiirungen zu setzen 
ist. Dem kénnen wir aufs neue entgegenhalten, daB jede Hinde- 
rung der freien Lebenstiitigkeit der Hefe, wie sie doch auch durch 
die gleichzeitige Entwicklung von Fremdorganismen veranlaBt 
wird, die Bildung von Nebenprodukten der alkoholischen Garung 
steigert, wie in der folgenden Arbeit noch deutlicher gezeigt wer- 
den wird. 


Die Bildung héherer Alkohole aus Aminosiuren durch 
die Hefegirung. 

Als meine Veréffentlichung, in der ich die allgemeine An- 
schauung iiber die Bildung des Fuseléls durch Bakterien be- 
kiimpfte, im Druck war, erschien eine grundlegende Arbeit von 
F. Ehrlich’) iiber die Entstehung des Fuseléls, in der nachge- 
wiesen wurde, daf die Hefe bei der Giirung eine Uberfiihrung von 
Leucin in Amylalkohol bewirkt. Besonders beweiskraftig waren 
die Versuche, in denen Ehrlich zeigte, da aus d-]-Leucin op- 
tisch inaktiver Isoamylalkohol, aus von ihm®) in Melasseriick- 
stiinden gefundenem d-1-Isoleucin jedoch linksdrehender d-Amy1- 
alkohol entstand, da bei der Umwandlung der Aminosiure in A\l- 
kohol das Leucin durch die Veriinderung der -CH-Gruppe in eine 
CHe-Gruppe sein einzig asymetrisches Kohlenstoffatom verlor, 
wihrend bei dem zwei asymetrische Kohlenstoffatome enthaltenden 
Isoleucin eins als solches bestehen blieb. Ehrlich erreichte die 
Umwandlung der Leucine in Amylalkohole dadurch, da er sie 
einer Zuckerlésung vergiirenden Hefe vorsetzte. Er bediente sich 


') Felix Ehrlich, Ztschr. des Vereins fiir Riibenzuckerindustrie 55, 
5389. 1905; Ztsechr. f. Spiritusindustrie 1905. Vergleiche auch die Be- 
sprechung dieser Arbeit durch Samuel P. Sadtler. The Chemical 
Engineer 8, Nov. 1905. Nr. 1. 

*) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 37, 1809. 1904. 
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zu diesem Zwecke groBer Aussaaten fertig gebildeter PreBhefe. Es 


schien nun im Interesse der Giirungsphysiologie zu liegen, die 
wertvolle Beobachtung, welche hauptsiichlich die chemische Seite 
des Problems gelést hat, zu benutzen, um die Frage zu beantworten, 
welche Rolle die Fuselélbildung im Haushalt der Hefe, besonders 
in dem einer mit teilweiser Ausnutzung der Aminosiuren, aus 
denen Fuselél gebildet wird, heranwachsenden Hefe spielt, wie das 
der in den meisten natiirlichen Maischen und Wiirzen herrschende 
Fall sein wird. 

Ehrlich erklart die Bildung von Isobutylalkohol in analoger 
Weise wie die des Amylalkohol aus der Aminoisovaleriansiure. 
Besonders sei hier noch hervorgehoben, daf die Konstitution dieser 
schon von E. Schulze’) in pflanzlichen Stoffen neben Leucin 
beobachteten Siiure neuerdings von E. Fischer und Dérping- 
haus’) sichergestellt und als @-Aminoisovaleriansiiture von der 


’ 


Formel (yy) CH-CH-NH,COOH erkannt wurde. Daf mit ihr 
3 


woh] die anderen aus zahlreichen EiweiSspaltungsprodukten iso- 
lierten Aminovaleriansiiuren tibereinstimmen ®*), ist im Zusammen- 
hang mit der Tatsache von Wichtigkeit, daB Fuselél immer nur 
den Isobutyl- und nicht etwa normalen Butylalkohol enthalt, wie 
ich friiher so ausdriicklich hervorgehoben habe‘). 

Die Bildung des normalen Propylalkohols im Fuselél will 
Ehrlich von der Glutaminsiiure, die gerade Kette enthilt, ab- 
leiten. In der Tat findet sich diese Séiure nicht nur in pflanz- 
lichen EiweiBstoffen, sondern nach Schenk®) auch unter den 
Selbstverdauungs-Produkten der Hefe. Ob man den Ursprung 
des n-Propylalkohols im Fuselél mit besserem Recht nicht auf 
die in Eiweifspaltungsprodukten ja auch wahrscheinlich gemachte 
Aminobuttersiure ®) zuriickfiihren kann, wird Ehrlich gewif durch 
das Experimententscheiden. Jedenfalls fanden E. Abderhalden 


*) E. Schulze, Ztschr. f. physiol. Chem. 15, 300. 1901. 

*) E. Fischer und Dirpinghaus, Ztschr. f. physiol. Chem. 
36, 469. 1902. 

5) Die zahlreichen Arbeiten von E. Fischer, E. Abderhalden 
und deren Mitarbeitern in den letzten Jahrgingen d. Ztschr. f. physiol. Chem, 

*) H. Pringsheim, Centralbl. f. Bakt. (Abt. I]) 16, 302. 1905. 
5) Wochenschr. f. Brauerei 22, 221 bis 227. 1905. 
®) Ztschr. f. physiol. Chem. 89, 70. 1902. 
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und seine Mitarbeiter im Vergleich zum Leucin so reichliche Mengen 
Glutaminsiiure unter einer gréBeren Varietit gespaltener EiweiB- 
kérper, wie das dem Verhialtnis von Amylalkohol zum Propyl 
alkohol im Fuselél nicht entspricht. 

Hier muB auch hervorgehoben werden, daB die Einheitlichkeit 
in der Zusammensetzung der Fuseléle, von der ich friiher sprach, 
auf eine Analogie in der Zusammensetzung der Eiweifispaltungs- 
produkte, aus denen sie hervorgehen, hindeutet, was ein neuer Be- 
leg fiir die Spaltung von Eiwei8kérpern verschiedener Herkunft 
in analoge Abbauprodukte ist. 


Die Ziele der nachstehenden Untersuchung. 

Nachdem so auf das sicherste erwiesen war, daB das Fuselél, 
oder im speziellen die darin enthaltenen héheren Alkohole, durch 
die ausschlieBliche Wirkung der Hefe bei der Reinkulturgirung 
entstehen kann, eréffnete sich eine neue Perspektive fiir die Be- 
urteilung der die Fuselélbildung beeinflussenden physiologischen 
Momente. 

Hier mu von vornherein eine getrennte Fragestellung Platz 
greifen. Es kann sich bei der Fuselélbildung durch die Hefe ein 
Mal um die Uberfiihrung von urspriinglich in der Girfliissigkeit 
vorhandener in Alkohole verwandelbaren Aminosiuren handeln. 
Andererseits kann aber auch der Fall eintreten, daB die Hefe in der 
Nihrflissigkeit keine solchen Stickstoffquellen findet, sondern erst 
wihrend der Girung durch ihren Stickstoffumsatz Aminosiiuren 
in die Nahrlésung entliBt, wie das im zweiten Teil der Arbeit er- 
wogen wurde, und dann erst diese so gebildeten Ausscheidungs- 
produkte in héhere Alkohole umwandelt. Die erste Méglichkeit 
ist in allen technischen Girmedien gegeben, die die stickstoffhal- 
tigen Materialien in Form vorher gespaltener Eiwei8kérper ent- 
halten. Sie li®t sich in ihrer einfachsten Form durch eine kiinst- 
liche Nihrlésung nachahmen, die nur eine Aminosiure als Stick- 
stoffquelle enthialt, andere assimilierbare Stickstoffquellen aber 
ausschlieBt. “Genauer den Verhiiltnissen der Praxis sich anschlie- 


Bend, ist der Fall der gleichzeitigen Anwesenheit der Aminosaure 
und anderer Stickstoffniihrsubstrate, der die praktischen Bedin- 
gungen durch die genaue Kenntnis der qualitativen und quanti- 
tativen Verhiltnisse der verwandten Stickstoffquellen in klarerer 
Form wiedergibt. — Die zweite Méglichkeit des vélligen Aus- 
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schlusses von vorgebildeten Aminosiiuren in der Giirfliissigkeit 
laBt sich durch kiinstliche Nahrlésungen gut erreichen. 

Um der Ergriindung der Frage nach der Lebensfunktion der 
Hefe, welche die Uberfiihrung von Aminosiiuren in héhere Alko- 
hole zur Folge hat, naher zu treten, habe ich Versuche in den eben 
angedeuteten zwei Richtungen angestellt. Erstens untersuchte ich 


2 
den Fall, da8 priiférmierte Aminosiiuren vorhanden sind. Zuerst 


wurde die Uberfiihrung von Leucin bei der Girung bei verschie- 
denen Konzentrationen der Aminosiiure und des Zuckers genau 
quantitativ verfolgt, was bis dato noch nicht geschehen war. Dabei 
wurde der Einflu8 einer ‘auf der Aminosiure als Stickstoffquelle 
heranwachsenden und einer fertig gebildeten Hefe getrennt be- 
handelt und dazu die Wirkung von verschieden stickstoffhaltigen 
Hefen in das Bereich der Untersuchung gezogen. Weiterhin wurde 
zur Entscheidung gebracht, in welcher Lebensperiode der Hefe 
die Uberfiihrung von Leucin in Amylalkohol vor allem stattfindet, 
wobei die durch die friiheren Resultate erworbenen Kenntnisse 
uber den Stickstoffumsatz bei der Giirung wertvoll befunden wur- 
den. Dann wurde gepriift, bis zu welchem MaBe sich Fusel6] bei 
der Selbstvergiirung der Hefe bildet und wie sehr sich die Fusel- 
Olbildung dadurch steigern JaéBt, daB man der Hefe Selbstver- 
dauungsprodukte ihres EiweiB als Stickstoffquelle bietet, weil be- 
kannt ist, dafS Aminoséiuren bei der Selbstverdauung entstehen. 
Darauf wurde selbstverdauender Hefe Leucin zugesetzt und durch 
die Fuselélbestinmmung des Destillates ermittelt, ob etwa die nach 
dem Absterben des Protoplasma noch wirksam bleibenden En- 
zyme die Umwandlung der Aminoséure in Alkohol vollziehen 
kénnen'). Auch die Méglichkeit der Uberfiihrung von Leucin in 
Amylalkohol durch Acetondauerhefegiirung wurde gepriift. Da 
diese die Uberfiihrung nicht besorgen kann, kam ich auf den Ge- 
danken, ob vielleicht die Fuselélbildung getrennt von der Alkohol- 
bildung verlaufen kann. Deshalb wurde versucht, die Umwand- 
lung dureh sich vermehrende und nicht giirende Hefe zu erreichen, 


1) Von vornherein soll jedoch betont werden, daB Ehrlich (Ber. 39, 
4072. 1906) neuestens angedeutet hat, dab die Fuselilbildung aufs engste 
mit dem EiweiSaufbau der Hefe zusammenhiingt, d. h. von Enzymen ver- 
anlaBt wird, deren Abtrennung von der lebenden Zeile bisher in keinem 
Falle gelungen ist, ohne diese Ansicht bis jetzt allerdings durch Ver- 
suche zu stiitzen. 








939 H. Pringsheim: 


indem dieser in Abwesenheit von Zucker eine andere Kohlenstoif- 
quelle und Leucin als Stickstoffnahrung geboten wurde. 

In der zweiten Reihe meiner Versuche war keine Fuselél 
gebende Aminosiure priiformiert in der Nihrlésung enthalten, 
so daB sie erst durch die Lebenstiitigkeit der Hefe in die Lésung 
gelangen mute. Da das Fuselél aus stickstoffhaltigen Substanzen 
entsteht, so lieS sich voraussehen, daf die Stickstoffnahrung der 
Hefe auch unter solchen Umstiinden von Einfluf auf die Menge 
des gebildeten Fuseléls sein wiirde. Um dies zu erforschen, wurden 
die im Teil Il verwandten Giirversuche mit Pepton, Asparagin und 
schwefelsaurem Ammoniak als Stickstoffquellen aufFuselél unter- 
sucht. Hier lieB sich wieder ein Zusammenhang zwischen der 
durch gesteigerte Stickstoffgabe wachsenden Ausscheidung bei 
der Girung und der Uberfiihrung dieser Ausscheidungsprodukte 
in Fuselél erwarten. Die Untersuchung lehnte sich an die im 
praktischen Betriebe herrschenden an, sodafi erwogen werden 
konnte, ob der Zusatz von assimilierbarem Stickstoff zu einer 
Maische Steigerung oder Abfall in der Fuselélbildung hervor- 
rufen wiirde? Zu diesen Priifungen gehérten weiterhin die Varia- 
tionen von Faktoren, die auch in der Praxis eine Rolle spielen, wie 
EinfluB der Temperatur, des Siuregrades oder der Siureabstump- 
fung, der Zuckerkonzentration und der Dauer der Girung. Dazu 
gehért auch die Beantwortung der Frage, zu welcher Periode der 
Giirung Fuselél hauptsichlich gebildet wird? Auch die Bildung 
von Fusel6él durch giirende Schimmelpilze wurde mit Mucor raze- 
mosus auf Wiirze gepriift. 

Zum SchluB muBten die fiir die Bildung von Fuselél ge- 
wonnenen Resultate mit denen der Glyzerin- und Bernsteinsiure- 
bildung, deren Beeinflussung durch dieselben Faktoren schon von 
anderer Seite ergriindet worden war, in Vergleich gesetzt werden. 


Die Methode der Fuselélbestimmung. 


Die erste Voraussetzung fiir die Durchfiihrbarkeit einer Unter- 
suchung tiber den quantitativen Fuselélgehalt des bei verschieden- 


artigen Giirungen gebildeten Alkohols ist eine geniigend genaue 
Bestimmungsmethode fiir die héheren Alhohole. Ihre Abtren- 
nung durch fraktionierte Destillation, wie sie in der Praxis ge- 
handhabt wird, konnte hier nicht in Betracht kommen, da bei so 
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verschiedenen Versuchsanstellungen, wie sie meine Untersuchung 
forderte, nur geringe Giirfliissigkeitvolumina der Girung iiber- 
lassen werden konnten. Daf trotz dieser Voraussetzung die ganze 
Durchfiihrbarkeit der Arbeit nur durch die Uberlassung von reich- 
lich Platz im Brutzimmer, wie er mir durch die Giite des Direktors 
zur Verfiigung gestellt wurde, ausfiihrbar war, geht aus den zahl- 
reichen Parallelversuchen der Arbeit hervor. 

DaB die Trennung von Kérpern, die sich chemisch so nahe 
stehen wie Alkohol und Alkohole mit mehr Kohlenstoffatomen, 
auf besondere Schwierigkeiten st6Bt, besonders wenn die Mengen 
der zu bestimmenden héheren Alkohole im Verhiiltnis zum Athyl- 
alkohol so gering sind, wie das immer beim Fusel6] der Fall sein 
mu, ist von vornherein klar. Schon im Jahre 1896 konnte da- 
her eine Zusammenstellung von mehr als dreihundert Arbeiten 
iiber diese Untersuchungsmethode gemacht worden’). Amtlich 
eingefiihrt ist jetzt die Résesche Methode®), bei der die Volumens- 
zunahme gemessen wird, die fuselhaltiger Alkohol erleidet, wenn 
er nach Zusatz von etwas Schwefelsiiure mit Chloroform ausge- 
schiittelt wird. Bei Beachtung der unerliGBlichen Vorschriften von 
Gasenapp*) wird die Methode geniigend genau. Die Notwendig- 
keit, den zu untersuchenden Alkohol entweder durch Zusatz von 
Wasser oder vollig fuselfreiem absolutem Alkohol auf 30 Volumen- 
prozent zu bringen, wiirde aber gerade fiir meine Untersuchungen 
zwei Gefahren mit sich bringen. Erstens wird durch eine kleine 
Ungenauigkeit in der Einstellung auf 30 Volumenprozent die 
ganze Bestimmung verfehlt und nicht ein in gewissen Prozent- 
siitzen falsches, sondern ein vollig falsches Resultat, das mit dem 
Fuselélgehalt des zu untersuchenden Alkohols in gar keinem Zu- 
sammenhang mehr steht, gewonnen und zweitens ist es so schwer, 
villig fuselfreien absoluten Alkohol zu erhalten, daB bei den ge- 
ringen Mengen des zu messenden Fuseléls die Gefahr vorlag, durch 
den mit dem absoluten Alkohol unfreiwillig zugesetzten die Menge 
des zu bestimmenden stark zu vermehren. Denn da in allen 
Fallen eine durch die Girung bereitete alkoholische Flissigkeit von 


) W.D. Bigelow, Journal of the American Chemical Society. 18, 
397 —402. 
*) Centralbl. fiir das deutsche Reich 1895, 305. Nr. 25 und Alkohol- 
ermittlungsordnung Berlin 1900, 15. Julius Springer. 
5) Ztschr. f. angewandte Chem. 1895. 657. 
Biochemische Zeitschrift Band IIl. 16 
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geringem Alkoholgehalt zur Fuselélbestimmung destilliert werden 
muBte, konnte das zu untersuchende Destillat nur eine begrenzte 
Menge Alkohol enthalten, die 12/9 in fast allen Fallen nicht 
iiberstiegen hat. 

Diese beiden Gefahren barg das von Beckmann!) vorge- 
schlagene und neuerdings verbesserte®) Verfahren nicht in sich. 
Erstens wird bei ihm die durch Ausschiitteln mit Tetrachlorkohlen- 
stoff vom Alkohol getrennte Fuselélmenge durch Veresterung mit 
salpetriger Siure und Titration des Amylnitrits mit Permanganat 
direkt bestimmt, und zweitens hat die Methode bei ganz mecha- 
nischer Handhabung eine bestimmte Fehlergrenze, die nicht so 
sehr von dem persénlichen Fehler des Operators wie von anderen 
Momenten abhiingt. Diese Fehlergrenze wurde von Liicken®*) im 
ungiinstigsten Falle zu + 10 °/5 angegeben. 

Die Fehler sind die Folge des Zusammenwirkens dreier Fak- 
toren. Erstens der Schwierigkeit der Trennung des Fuseléls von 
Alkohol; zweitens der Berechnung aller im Fusel6él enthaltenen 
Alhohole, die doch in ihrem Verhiltnis zueinander in verschiedenen 
Fiillen schwanken, auf Amylalkohol und drittens der Oxydation des 
Fuselils selbst bei der Endtitration der in Freiheit gesetzten sal- 
petrigen Saiure durch das Permanganat. Der erste Fehler kommt 
in den meisten Fallen bei meinen Bestimmungen weniger in Be- 
tracht, da meist nahezu iibereinstimmende Alkoholkonzentrationen 
untersucht wurden, und es fast nur auf Vergleichsresultate ankam. 
Der zweite Fehler ist nicht zu vermeiden und dem dritten suchte 
ich durch méglichst genaue Ubereinstimmung in der Handhabung 
der Titration zu begegnen. Hier wurde die einzige Vereinfachung 
der Methode vorgenommen, die aber vielleicht gerade fiir die 
Praxis von Wert sein kann, und das schwer zu beschaffende Eis 
durch etwa 250 ccm kaltes Wasser ersetzt. Dabei wurde das 
Permanganat aber immer im Uberschu8 gehalten, also ein Teil 
auch schon vor Beginn der Titration dem Wasser zugesetzt und 
im ganzen vom ersten Moment der Vereinigung von Permanganat 
mit der salpetrigsauren Lésung fiinf Minuten bis zum Ablesen 
des Titers verstreichen gelassen. Zuriicktitriert wurde mit Mohr- 


schem Salz. 


*) Ztschr. fiir Untersuchung von Nahrungs- und GenuSmitteln 2, 
709. 1899 und 4, 1059. 1901. 

*) Dieselbe Ztschr. 10, 143. 1905. 

5) Dissertation. Leipzig 1904. 26. 
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Ich méchte noch hervorheben, daB die von Beckmann an- 
gegebene verkiirzte Methode fiir meine wissenschaftlichen Zwecke 
nicht geeignet schien und nie verwandt wurde. Eine Probeanalyse 
mit gewogenen Mengen Amylalkohol gab folgendes Resultat. 

Abgewogen 0,08008 g Amylalkohol. 
Titer 10 cem Mohrsches Salz = 9,5 cem Permanganat. 
1 ccm Permanganat auf Eisen eingestellt = 0,0037 g Fe. 
auf Amylalkohol berechnet = 0,0002910 g. 
Titriert 31,2 cem Permanganat. 
2,4 cem Ferroalaun. 
Gefunden 0,08310 g Amylalkohol oder 103,7°/o der Theorie. 

Der Titer der Permanganatlisung, die im Dunkeln aufbewahrt 
wurde, wurde hiiufig durch Vergleich mit Eisen korrigiert. Auch 
aus der Ubereinstimmung der reichlich ausgefiihrten Doppelbe- 
stimmungen, wie sie die folgenden Resultate zeigen, geht deutlich 
hervor, daf die Methode in meiner Hand fiir die Schliisse aus- 
reicht, die aus den Resultaten gezogen wurden. Deshalb wurden 
nach ihr alle Fuselélbestimmungen ausgefiihrt, die nach meinem 
Dafiirhalten die Miihe einer mehr als einstiindigen Arbeit pro 
Fusel6l-Bestimmung lohnen. 

Zum Schluf sei noch angegeben, da® die vereinigten Tetra- 
chlorkohlenstoffmengen durch zweimaliges Schiitteln mit konz. 
Schwefelsiure, Nachschiitteln mit Wasser, verdiinnter Natronlauge 
und wieder mit Wasser, Entwiisserung mit Chlorcalecium und 
schlieBliche Destillation bequem zu reinigen sind. Verwendet man 
den billigen Tetrachlorkohlenstoff der Technik, dann empfiehlt es 
sich, ihn fiir ein paar Tage unter einer Permanganatlésung stehen 
zu lassen und ihn dann wie vorher zur Analyse benutzen zu 
reinigen. 



















Die Abhingigkeit der Fuselélbildung von der Stickstoffernihrung 
der Hefe. 








Die Methode der Versuchsanstellung und die 
Zusammenstellung der gewonnenen Resultate in 
Tabellen. 

Die Beschreibung der Einzelversuche wird durch eine Be- 
sprechung derjenigen Versuchsanstellung, die fast durchgehend 
verwandt wurde, abgekiirzt. Fiir die Abweichung von ihr wird 

a auf die Spezialteile verwiesen. 
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Aus den 250 ccm Niahrlésung, die schon zur Bestimmung 
der Girwirkung verschiedener Hefen bei verschiedenen Stickstoff- 
quellen und Konzentrationen fiir den zweiten Teil der Arbeit ge- 
dient hatten, wurden 150 ccm mit Dampf abgetrieben, um mit 
Sicherheit allen Alkohol und alles Fuselé] in das Destillat zu 
bekommen'). Diese 150 cem reichten dann zu einer pykno- 
metrischen Alkoholbestimmung, die mit 50 cem bei 15° ausgefiihrt 
wurde und zu zwei Fuselélbestimmungen A 50 cem. Bei Verlusten 
oder nicht gut stimmenden Resultaten konnten auch die 50 cem 
des gewogenen Alkohols noch zu einer Fuselélbestimmung ver- 
wandt werden. 

Die gefundenen Werte fiir 50 cem des Destillates und der 
Prozentgehalt an Alkohol des Destillates sind in die Tabellen zuerst 
eingetragen. Aus ihnen berechnet sich der Prozentgehalt der 
vergorenen Fliissigkeit an Fusel6] durch Multiplikation mit 12, 
des fiir 50 cem Destillat gefundenen Wertes und der Prozentgehalt 
der vergorenen Fliissigkeit durch Multiplikation mit 6 des fiir das 
Destillat gefundenen Alkoholprozentgehaltes. Aus dem Verhiit- 
nis der beiden Werte zueinander berechnet sich weiter der Fusel- 
élgehalt des bei der Giéirung gebildeten absoluten Alkohols. Nach 
der friiheren Anschauung iiber die Anhiufung des Fuseléls gerade 
bei der Nachgiirung schien es nicht richtig eine véllige Vergirung 
der 15 °/9 Zucker abzuwarten. Deshalb wurden die ersten Versuche 
bei einem durchschnittlichen Kohlensiureverlust von 16 g pro 
250 cem Lésung abgebrochen. Ein scharf iibereinstimmender 
Alkoholgehalt der Lésung zum Zeitpunkte der Destillation konnte 
natiirlich auf diese Weise nicht erreicht werden. Deshalb sind die 
Resultate der Alkoholbestimmungen unter sich nicht gut tiberein- 
stimmend. Nachdem sich noch im Laufe der Untersuchung 
herausgestellt hat, daB die Anhaiufung von Fuselé] wihrend der 
Nachgirung gar nicht stattfindet, sondern dai die Hauptmenge des 
Fuseléls gerade im ersten Girstadium gebildet wird, empfiehlt es 
sich, mehr die absoluten Fuselélmengen, die in den Tabellen an- 
gegeben sind, zum Vergleich heranzuziehen, als die auf Alkohol 
bezogenen. welche infolge der schwankenden Alkoholmengen beein- 
fluBt sind. 


®) Vergl. hierzu Duclaux, Traité de Microbiologie Vol. 8, 367. 
Il faut pousser la destillation 4 */,, de la liquide et ne pas s’arréter 
au tiers ob & la moitié de la liquide. 











* keitsoberfliiche entwickelt. 
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a. Der Einflu8 des Leucingehaltes der Zuckerlésung 
auf die Menge des gebildeten Fuseldéls. 
Racemisches Leucin. 

1. Bei minimaler Einsaat durch wachsende Hefe. 

Zu den in seiner Veréffentlichung angegebenen Versuchen, 
welche die Uberfiihrung von Leucin in Amylalkohol illustrieren, 
hat Ehrlich nur eine Leucinkonzentration dem EinfluB der vii 
renden Hefe ausgesetzt. Um den Beweis zu fiihren, dai Leucin 
durch die Girung in Amylalkohol verwandelt wird, geniigt diese 
Fragestellung; nicht jedoch, wie sich zeigen wird, um die Frage 
zu entscheiden, bis zu welchem Grade Leucin durch die Girung 
in Amylalkohol tibergefiihrt wird. Des weiteren verwandte Ehr- 
lich bei seinem Versuch eine im Verhiltnis zum Volumen der 
Nihrlésung sehr groBe Hefemenge, eine Menge, die jedenfalls viel 
gréBer war als die, welche in der Nihrlésung durch Wachstum 
hiitte entstehen kénnen. Diese Versuchsanstellung eignet sich be 
sonders zu bequemer Ausfiihrung seines Experimentes, da sie die 
Nebenentwicklung von Fremdorganismen unterdriickt') und die 
Vergirung des Zuckers in kurzer Zeit vollzieht. Sie entspricht 
jedoch nicht den in der Praxis vorkommenden Fiillen, in denen 
sich die Hefe in der Nihrlésung erst entwickeln muB, ehe sie die 
Vergirung hervorruft. SchlieBlich ist Ehrlichs Methode der Ab- 
trennung des gebildeten Amylalkohols vom Athylalkohol durch 
fraktionierte Destillation zwar sehr geeignet, um erst einmal zu 
beweisen, da8 wirklich Amylalkohol gebildet war, aber durchaus 
nicht quantitativ. Ebensowenig kann man das von der Wieder- 
gewinnung des unverbrauchten Leucin durch Eindampfen und Kri- 
stallisation der vergorenen Lésung sagen. 

Um daher zu entscheiden, wie weit die Uberfiihrung des Leu- 
cin in Amylalkohol vor sich geht, wenn beim Einimpfen einer 
geringen Hefemenge erst Wachstum und dadurch bedingte Ver- 
giirung erfolgt, wurden Nahrlésungen mit Leucin als einzige Stick- 
stoffquelle hergestellt. Fiir die Zusammensetzung der Nihrlésung 


*) Doch miéchte ich auch fiir die racemische Spaltung von Amino- 
siuren durch Hefe, reiner Hefe den Vorzug geben, weil der in gewihn- 
licher PreBhefe immer vorhandene Kahm durch die Alkoholbildung doch 
nicht am Wachstum gehindert wird und sich reichlich auf die Fliissig- 
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waren des Vergleichs wegen die Ehrlichschen Konzentrationen 
ausschlaggebend. Es wurden in allen Fallen 15°/) Rohrzucker 
verwandt und 0,3 °/, chemisch reines durch Synthese gewonnenes 
racemisches Leucin, ein einfaches Multiples oder ein einfacher 

Teil desselben hinzugefiigt. Die Zusammensetzung der Nihrsalze 
ist aus Teil II zu entnehmen. 


Tabelle I. Synthetisches Leucin. 
15°%/, Zucker. Salze. 
a) Mit Logos-Hefe beimpft. 
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b) Mit viel Hefe versetzt. 


1,5 | 01605] 0,1616 | 12,50] 0,1939) 7,50 | 2,59 
0,75 | 0,0803} 0,0922 | 11,07] 0,1106| 6,64 | 1,67 | Prethet 
0,178 | 0,0200] 0,0572 | 11,04] 0,0686| 6,62 | 1,04 | 





0,75 | 0,0803| 0,0699 | 11,70] 0,0839| 7,02 | 1,19 | Logos-Hefe 
: in Wiirze 
| herangezogen 








Die Versuchsresultate sind in Tabelle I zusammengestellt. 
Bieht man von den Schwankungen in den Mengen des gebildeten 





*) I. und IL. sind Doppelbestimmungen. Die Berechnung basiert auf 
dem arithmetischen Mittel zwischen beiden. 
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Fuseléls ab, die schwer zu erkliren sind, weil sie gréBer als die der 
Doppelbestimmungen der Einzelgiirungen sind, so zeigt sich mit 
Deutlichkeit, daB durch die wachsende Logos-Hefe bei 
der Vergirung der 15°%jigen Zuckerliésung oberhalb 
0,38 g Leucin pro 250 ccm Lésung kein Ansteigen im 
Fuselélgehalt des gebildeten Alkohols zu bemerken ist. 
Bei 0,19 g Leucin ist die Menge des Fuseléls dann aber weit gerin- 
ger und betriigt nur noch wenig mehr als die Hilfte des gebildeten 
Maximums unter den angegebenen Verhiiltnissen. Der Prozent- 
gehalt des gebildeten Alkohols an Fuselél hatte dabei 1,5°/» nicht 
wesentlich iiberschritten. 


2. Bei groBer Aussaat von Hefe, die Wachstum wahrend der 
Girung ausschloB. 

Vergleicht die im vorstehenden diskutierten Resultate mit 
einem andern, das auch bei der Vergiirung einer 15 °/, igen Zucker- 
lésung aber bei groBer Aussaat erhalten wurde, so findet man, daS 
die Menge der verwandten Hefe und die Vergiirung des Zuckers 
ohne vorhergehendes Hefewachstum wenigstens bei der einen 
Leucinkonzentration keine Verinderung im gewonnenen Resultat 
hervorruft. 0,75 g Leucin gaben mit einer groBen Hefemenge, 
die auf Wiirze herangezogen war, genau dieselben Amylalkohol- 
mengen, wie durch die aus minimaler Einsaat mit dem Leucin als 
Stickstoffquelle erzielt worden war. — 

Bedient man sich zur Vergiirung einer stickstoffarmeren Hefe 
und zwar einer nach dem Liiftungsverfahren gewonnenen Preb- 
hefe, dann stieg die gebildete Amylalkoholmenge bedeutend gegen- 
iiber den Resultaten mit denselben Leucinkonzentrationen bei 
stickstoffreicherer Hefe. Wie im zweiten Teil angegeben reichert 
sich eine stickstoffarme Hefe bei der Vergirung von Zuckerlésun- 
gen in Gegenwart assimilierbarer Stickstoffsubstanzen mehr mit 
Stickstoff an als eine stickstoffreiche Hefe. Ihr Stickstoffumsatz 
ist bedeutender und er wiichst mit wachsender Stickstoffkonzen- 
tration der Nihrlésung ebenso wie die Mengen des gebildeten Fu- 
selils. Der Zusammenhang zwischen dem Stickstoffum- 
satz einer Hefe und den Mengen Fuselél, die sie aus 
Aminosauren bildet, tritt hier also deutlich hervor. 

Bei diesem Versuch war schon eine Steigung des Pro- 
zentgehaltes an Fuselél bezogen auf den Alkohol bis zu 2,5°/, er- 
* reicht worden. 
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Ehrlich’) gibt an, daB er auf demselben Wege einen Alko- 
hol mit 3°/, Amylalkohol erzielt habe, wihrend Effront®) nach 
demselben Verfahren bis zu 5—6°/, Amylalkohol gekommen 
sein will. 

Da nun der Stickstoffumsatz bei der Vergiirung von Zucker- 
lésungen in Gegenwart assimilierbaren Stickstoffs am Anfang der 
Girung am gréBten ist, lag es nahe den Versuch zu machen durch 
geringere Zuckergabe die Bildung des Athylalkohols zu beschriin- 
ken und so noch zu héheren Amylalkoholprozenten dieses zu 
gelangen. 

Die zu diesem Zweck angestellten Versuche sind in der Ta- 
belle II vereinigt. Mit 1,5 g Leucin pro 250 ccm Niahrlésung 
wurden bei 7,5°/o Zucker 4,35°/) Amylalkohol, bei 2°/) Zucker 
7,06°% > Amylalkohol und bei 1°/o 5,33°/9 Amylalkohol bezogen 
auf den gebildeten Alkohol erzielt. Bei 2°/9 Zucker war die 
Amylalkoholkonzentration des Giirungsithylalkohols also am 
gréBten. 1°/o Zucker gestattete nur die Bildung von weniger 
Amylalkohol als 2°/9 Zucker im Vergleich zum Athylalkohol. 
Steigerte man die Leucingabe bei 1°/o Zucker noch iiber 1,5 g 
Leucin pro 250 cem Lésung hinaus, so wuchs zwar die Amylalko- 
holkonzentration des gebildeten Alkohols wieder, sie erreichte aber 
nicht das Maximum der bei 2°/) Zucker und 1,5 g Leucin ge- 
bildeten Menge. 

Tabelle Il. Synthetisches Leucin. 


Bei verschiedenen Zuckerkonzentrationen. 
Mit viel PreBShefe vergoren. 
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N Son2/| ees | aon |S Mn! c= 
Fas SAS) SoS |< B15 es ists g| *< 
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| . 
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‘abgewogen abgewogen | berechnet | bestimmt | bestimmt berechnet | berechnet berechnet 











7,5 | 1,5. | 0,1605 By oie 5,51 0,1438 | B31 4,35 
7,5 0,178 0,0200 | 0,0357 | 5,38 | 0,0428) 3,23 | 1,33 
2 1,5 | 0,1605 | 00471 | 1,83 | 0,0565) 0,80 | 7,06 
1 2,198 | 0,2349| 0,0270 | 0,84 | 0,0324| 0,50 | 6,48 
1 1,5 0,1605 | 0,0227 | 0,85 | 00272) 0,51 | 5,33 





1) Diese Ztschr. 2, 71. 1906. 
*) Chem. Centralbl. 1905, IT. 1811. 
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Aus diesen Resultaten folgt erstens, daB ich die bis jetzt 
héchste Amylalkoholkonzentration des Giirungsalkohols nach dem 
Ebrlichschen Verfahren mit 7°/o erreicht habe und da& zwischen 
7,5°/o und 2°/o Zucker bei einer Leucingabe von 1,5 g pro 250 cem 
die héchsten Amylalkoholkonzentrationen fiir diese Leucinkonzen- 
tration zu erreichen sind. 

Die von mir angegebene Versuchsanstellung eignet sich durch 
die Bequemlichkeit der Handhabung und die geringen Fliissigkeits- 
mengen und Leucinquantititen sehr, um durch zahlreiche Kom- 
binationsversuche verschiedener Leucin- und Zuckerkonzentrationen 
den bestméglichen Weg zur Ausniitzung des Ehrlichschen Pa- 
tentes') zu ermitteln, nach dem die der Technik mangelnden 
Fuselélmengen beschatft werden sollen. 


Verhaltnis des in Amylalkohol tibergefiihrten Leucins 


zum Leucingehalt der Lésung. 


Um die absoluten Mengen des in Amylalkohol verwandelten 
Leucins zu beurteilen, eignen sich die aus den Tabellen I und II 
berechneten Werte, welche in den Tabellen HII und IV vereint 
sind. Durch wachsende Hefe steigt die prozentische Menge des 
in Amylalkohol verwandelten Leucins mit abnehmender Leucin- 
konzentration an, bis bei 0,19 g Leucin pro 250 ecm 100 °/o des 
Leucins verschwunden waren. Bei noch geringerer Leucingabe von 
0,095 g pro 250 cem Lésung findet sich mehr als die theoretisch 
mogliche Fuselélmenge bezogen auf die Leucingabe nimlich 
192,7 °/o. Dies kann nur so erkliirt werden, daB durch den Stick- 
stoffumsatz wihrend der Girung dieselben Stickstoffmengen mehr- 
mals in Form von Aminosiuren wiedererscheinen und auf diese 
Weise immer neue Amylalkoholmengen aus ihnen gebildet wur- 
den. Dieses Resultat wurde schon im ersten Teil theoretisch ver- 
wertet und genau erkliirt. Mit viel Hefe, die nicht wichst, wird 
der Angriff des Leucins ein gréBerer. Der Wert fiir die 143,6 °/o 
umgewandeltes Leucin diirfte hier dadurch seine Erklarung finden, 
daB bei so geringer Leucinkonzentration wie 0,178 g die aus der 
groBen Hefemenge bei der Gairung austretenden Aminoséuren sich 
zu der urspriinglichen Leucingabe addiert und dadurch einen so 


*) F. Ehrlich, D. R.-P. 177174. 
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hohen Befund, der scheinbar die theoretische Menge iibertraf, vor- 
getiuscht haben. 

In seiner Veréffentlichung') ,Ober eine Methode zur Spal- 
tung racemischer Aminosiiuren mittels Hefe“ zeigt Ehrlich, dab 
die Hefe das |-Leucin angreift und das d-Leucin unveriindert 
lassen kann. Daf aber auch das d-Leucin der Umwandlung in 
Amylalkohol durch die Hefe unterliegen kann, hat auch Ehrlich 
bemerkt, denn er gibt dieser Beobachtung folgenden Ausdruck: 
.SchlieBlich sei hier noch darauf hingewiesen, daB bei dem Leu- 
cin und der Aminovaleriausiure ebenso wie beim Alanin, auBer 
der natiirlich vorkommenden Komponente offenbar stets auch ihr 
optischer Antipode von der Hefe angegriffen wird, da, wie die Aus- 
beutezahlen zeigen, immer nur */;—*/, der theoretisch berechneten 
Menge der einen optischen Modifikation zuriickzugewinnen war.“ 


Tabelle Il]. Verhaltnis des in Amylalkohol 
ubergefiihrten Leucins zum Leucingehalt der Lésung. 
(Berechnet aus Tabelle L.) 
a) Mit Logos-Hefe beimpft. 





[In Amylalkohol| /, der theo- 


g Leucin in | verwandeltes : fe 

op atin Chanel  otieke | retisch mig- | 

" 8) g lichen Menge | 
3 0,353 | 11,8 
1,5 0,382 | 25,5 
0,75 0,293 33,9 
0,38 0,320 84,2 
0,19 0,195 102,6 
0,095 | 0,183 192,7 

b) Mit viel Hefe versetzt. 

1,5 0,722 48,1 T 
0,75 0,412 55,0 | + PreBhefe 
0,178 0,256 143,6 | 
0,75 | 0,312 | 41,6 Logos-Hefe in Wiirze 


herangezogen 


Diese Beobachtung findet durch die Zusammenstellung der 
Tabelle III eine Bestiitigung. Die Hefe bevorzugt in der Tat das 
l-Leucin. Steht ihr jedoch keine geniigende Menge dieses zur 
Verfiigung, so greift sie auch die andere optische Antipode an. 





*) Diese Ztschr. 1, 7. 1906. 
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Der Ubergang vom Angriff des 1-Leucin zum d-Leucin ist kein 
krasser, sondern ein gradueller, wie die allmihlich ansteigenden 
Werte fiir das als Amylalkohol erscheinende Leucin in der ver- 
gorenen Flissigkeit mit wachsender Leucinkonzentration zeigen. 
Die von Ehrlich gewihlte Leucinkonzentration von 3 g Leucin 
pro | oder 0,75 g Leucin pro 250 cem Lésung war bei 15 °/) Zucker 
eine sehr gliickliche. Denn da in meinem Versuch bei groBer 
Aussaat von PreBhefe 55°/) des Leucin als Amylalkohol erschienen 
waren, so war offenbar alles 1-Leucin verschwunden, ohne daf 
viel des d-Leucin in Mitleidenschaft gezogen worden war. Bei 1,5 g 
Leucin waren nur 48 °/) des Gesamtleucin verschwunden, sodaB 
noch die Gefahr vorhanden war, unzersetztes 1-Leucin zuriickzu- 
gewinnen, wihrend mit niederer Leucinkonzentration als 0,75 g 
mehr d-Leucin hatte geopfert werden miissen. Meine Methode der 
Versuchsanstellung eignet sich daher auch gut dazu, um zu be- 
griinden, wie man nach dem Ehrlichschen Spaltungsverfahren 
racemischer Aminoséuren zu der besten Ausbeute gelangen kann. 

Wie die in Tabelle IV zusammengestellten Berechnungen 
zeigen, ist die Ausnutzung der Aminosiure bei geringeren Zucker- 
konzentrationen eine schlechtere, wie das zu erwarten war. Bei 
7,5 °/o Zucker wird nur 35,7 °/) Leucin angegriffen, wenn die 
Leucinkonzentration 1,5 g war, wogegen bei 15 °/y Zucker 48,1 °/o 
verschwunden waren. Der Vergleich der gebotenen Zahlen ist zu 
einfach, als da8 er durch viele Worte weiter belegt werden miiBbte. 


Tabelle IV. Verhaltnis des in Amylalkohol 
ubergefiihrten Leucins zum Leucingehalt der Lésung. 
(Berechnet aus Tabelle II.) 

Mit viel PreBhefe vergoren. 

















(In Amylalkohol | 0 
a der theo- 
eo 4 g Leucin in |  verwandeltes | a 

/, Zucker - anit retisch mig- 
a0 com Stenng g lichen Menge 

7,5 1,5 0,535 35,7 

7,5 0,178 0,160 89,9 

2 1,5 0,210 14,0 

| 
1 | 2,198 | 0,121 5, 
1 15 0,101 6,7 


Summiert man die so gewonnenen Resultate, so kommt man 
#7 dem SchluB, daB die Intensitaét der Verwandlung von Leucin 
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in Amylalkohol durch die Hefe nicht nur von der Leucinkonzen- 
tration der Lésung, sondern auch von der Zuckerkonzentration 
und dem Stickstoffgehalt der verwandten Hefe abhingig ist. Sie 
steht jedenfalls in nahem Zusammenhang mit dem Sticksteffum- 
satz der Hefe wihrend der Giirung und verstarkt sich wie dieser 
bei stickstoffarmer Hefe. Mit wachsender Hefe und bei 15 °/ 
Zucker wird bei 0,38 g Leucin pro 250 ccm ein Maximum an 
Amylalkohol erzielt, das mit steigender Leucingabe nicht mehr 
zunimmt. Durch Verminderung der Zuckerkonzentration laBt sich 
die Amylalkoholkonzentration des gebildeten Alkohols steigern. 
Sie erreicht in meinen Versuchen bis 7 °/9 ihr Maximum. Wird 
auch die natiirliche optische Antipode von der Hefe bevorzugt, so 
verschmaht sie auch nicht die andere, sodaf schlieBlich beide 
ganz als Amylalkohol wiedererscheinen kénnen. 


Leucin aus Melasseriickstinden. 


Die im vorstehenden behandelten finden eine Ergiinzung und 
Bestitigung durch ganz ebenso angestellte Versuche, in denen 
der Hefe, welche in minimaler Menge in die Nahrlésung eingesét 
wurde, als einzige Stickstoffquelle aus Melasseriickstiinden gewon- 
nenes Leucin, dessen Darstellung Ehrlich’) genau beschrieben 
hat, geboten wurde. Die Resultate sind in Tabelle V vereinigt. 
DaB mit Melasseleucin des angegebenen Ursprungs weniger Fusel- 
6l erhalten wurde als mit racemischem Leucin, findet seine Erkla- 
rung in der Unreinheit des Produktes. Immerhin geht aus der 
Tabelle klar hervor, daB der Fuselélgehalt des gebildeten 
Alkohols mit steigendem Leucingehalt der Garfliissig- 
keit wichst. Fir das mit 0,375 g Leucin gewonnene Resultat 
verweise ich auf die spiiter bei verschiedenen Stickstoffquellen ge- 
gebene Erklirung. Das Maximum der in Amylalkohol tiberfiihr- 
baren Letcinmenge ist offenbar wegen der Unreinheit des Produktes 
nicht erreicht worden; auch mégen die Verunreinigungen Stick- 
stoff enthalten haben. Die Resultate werden hauptsiichlich ange- 
fiihrt, um ihre typische Ubereinstimmung mit denen der Ta- 
belle I zu zeigen, da ja Leucin natiirlichen Ursprungs doch anders 
als synthetisches hatte wirken kénnen. Die Betrachtung auch 


*) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 87, 1809. 1904. 
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zum Leucingehalt der Lésung auszudehnen, empfiehlt sich wegen 
der Unreinheit des Melasseleucins nicht. 


Tabelle V. Leucin aus Melasseriickstinden. 
15 °/, Zucker. Salze. 
Mit Logos-Hefe beimpft. 





; 150 ccm Destillat °%/, Fuselil | °/, Alkohol : 
g Leucin ; 7 der wer | dep wor | ‘fo Vesela 
i g Fuselél | °/,Alkohol , 
in 250 cem | § 50 d gorenen | gorenen des 
= ip OV com | es Fliissig- | Fliissig- 
Lisung | Destillat | Destillates}] eit | eit | atobols 
ae = ee : | . 
abgewogen bestimmt | bestimmt berechnet | berechnet berechnet 
I. 0,0462 *) 
5 11,0 0,0569 6,60 0,86 
II. 00487,” " - _ 
| 
I. 0,0357 | 
: i 0 0.0451 | 6,60 0,68 
- i. 00394) | , 
I. 0,0202 | es . ; 
0,75 II. 0,0960 | 11,8 0,0277 7,08 0,39 
0,375 0,0324 | 7,264) 00,0389 4,36 0,89 








b. Der Einflu8 verschiedener Stickstoffquellen in 
Abwesenheit Fuselél gebender Aminosiauren auf die 
Menge des durch wachsende Hefe gebildeten Fuseldls. 

Pepton. Asparagin. Schwefelsaures Ammoniak. 

Nachdem nachgewiesen worden war, dafi die Menge des sich 
bildenden Fuseléls von der Konzentration der Fuselél gebenden 
Aminosiure der zur Giirung angestellten Zuckerlésung abhiingt, 
mute die weitere Frage der Beantwortung unterzogen werden, ob 
auch andere Stickstoffquellen, welche der Hefe Wachstum und 
Giirung erméglichen, in verschiedenen Konzentrationen gesetz- 
maBigen Einflu8 auf die Fuselélbildung ausiiben. Von dem ein- 
fachsten Falle, der Umwandlung fertig gebildeter Aminosauren in 
Fuselél, wurde hiermit zu dem komplizierteren fortgeschritten, 
bei dem die Hefe erst die Umwandlung der stickstoffhaltigen 
Nihrsubstrate in Aminosauren vollziehen und die dazu geeigneten 
in Fusel6él tiberfiihren muB. 





*) I und II sind Doppelbestimmungen des Fuselilgehaltes. Die 
Berechnung basiert auf dem arithmetischen Mittel zwischen beiden. 


a *) Die Girung wurde hier nach 8'/, Monaten abgebrochen. 
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War nun im vorstehenden bewiesen worden, daf gesteigerte 
Anwesenheit von Leucin in der Nihrlésung auch gesteigerte Fusel- 
dlbildung bedingt, und war im Teil II durch das Experiment nach- 
gewiesen worden, daf mit wachsendem Stickstoffgehalt der Nihr- 
lésung auch wachsende Ausscheidung von Stickstoff durch die 
Hefe erfolgt, so stand jetzt aus der Kombination dieser beiden 
Faktoren in Erwartung, da8 mit ansteigender Konzentration des 
Stickstoffs auch ansteigender Fuselélgehalt der vergorenen Fliissig- 
keit die Folge sein miisse. Dies wurde um so wahrscheinlicher, 
weil man nicht annehmen konnte, da8 die Hefe jemals unter den 
obwaltenden Umstiinden das Maximum der Fuselélbildung bei 
reinem Leucin erreichen wiirde, da sie doch ihr Stickstoffbediirfnis 
erst auf andere Weise zu decken gezwungen war. 

Diese beiden theoretischen Schliisse wurden auch durch die 
nachstehenden zahlreichen Versuche bewahrheitet, mit der einen 
Einschrinkung, da8 bei sehr gering werdendem Stickstoffgehalt 
der Nihrlésung wiederum eine Steigerung in der auftretenden 
Fuseliélmenge gegeniiber den minimalsten Mengen desselben bei 
dafiir optimaler Stickstoffgabe erfolgt. Die Resultate lassen sich 
dann in folgendem Satz zusammenfassen: ,In Abwesenheit 
von Fuselél gebenden Aminosiuren wachsende und ga- 
rende Hefe erzeugt nie das Maximum des durch sie bei 
Gegenwart dieser gebildeten Fuselélmenge. Je geringer 
die gebotene Stickstoffgabe der Nahrlésung an assi- 
milierbarem Stickstoff desto geringer die Menge des ge- 
bildeten Fuseléls, bis zu einem niedrigsten Punkte der 
Stickstoffgabe, der fiir die Erzielung minimaler Fusel- 
élmengen mit Riicksicht auf die Girungstechnik opti- 
mal ist, von dem aus sich nach unten (wie nach oben) die 
Menge des sich bildenden Fuseléls steigert. Dieser Punkt 
liegt bei Logos-Hefe beim Pepton bei 0,0803 g Stickstoff, beim 
Asparagin bei 0,0201 g Stickstoff und beim schwefelsauren Ammo- 
niak bei 0,0803 g Stickstoff pro 250 ccm Niahrlésung. Auch hier 
einen Zusammenhang zwischen der Lage dieses Punktes und der 
Wirkung der verwandten Stickstoffquellen auf die Girung heraus- 
zusuchen, empfiehlt sich wegen der Kompliziertheit der zusammen- 
wirkenden Einfliisse auf den Grad der Fuselélbildung nicht. — 
Eine Erklirung fiir die gemachten Beobachtungen wird in der 
Zusammenfassung der Resultate am SchluB gegeben. 
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Verschiedene Hefen haben bei sonst gleichen Verhaltnissen 
verschiedenen Einflu8 auf die absolute Quantitaét der durch sie 
gebildeten Fuselélmengen. Bei Pepton bildet Frohberg-Hefe 
weniger Fuselél als Logos-, bei Asparagin und schwefelsaurem 
Ammoniak Wein hefe mehr als letztere. 

Was aus Asparagin bei der Zuckergiirung durch die Hefe 
wird, ist noch nicht festgestellt. Jedenfalls ist anzunehmen, da 
es eine dem Leucin ihnliche Zersetzung erleidet, so daB die in 
meinen Versuchen mit Asparagin gefundene Fuselélmenge vielleicht 
auf die teilweise Messung einer Substanz zuriickzufiihren ist, die 
aus Asparagin direkt, wie Amylalkohol aus Leucin, gebildet wurde. 

Die Resultate der zahlreichen Versuche sind in den Tabellen 
VI—X zusammengestellt. Uber die absoluten Mengen des unter 
den obwaltenden Umstinden sich bildenden Fuseléls zu speku- 
lieren, erscheint mir unzweckmiBig. Man kann z. B. auch gar 
nicht aussagen, daf eine Stickstoffquelle mehr Fusel6l gibt als 
eine andere, da das so sehr von der Konzentration abhiingig ist. 
Selbst die Konzentrationen zu vergleichen und die Resultate zu 
verallgemeinern verbietet sich durch die von verschiedenen Hefen 
bedingten groBen Schwankungen. So begniigt man sich am besten 
mit der in vorstehendem Satze aufgestellten allgemeinen Regel. 


Tabelle VI. Pepton. 
15°/, Zucker. Salze. 


Mit Logos-Hefe beimpft. 








ee 150 cem Destillat |°/, Fuselél|*/, Alkohol F 
g Pepton| 6 a Fr wel | ° ' “<i der ver- | der ver- */o Fusel- 
in 250 eem| ce was ae "a | he 7 ® | gorenen | gorenen | il des 
200 ecm | in 590 cem nol des Fliissig- | Fliissig- 
3 : ‘ iissig lissig- | . 
Ltonag Lisung | Destillat [Destillates} eit keit Ataahote 
7 | ! ‘ 
abgewogen berechnet bestimmt berechnet 
17,952 2,568 0,0403 10,74 0,0484 6,44 0,751 
8,976 1,284 0,0435 11,42 0,0522 6,85 0,762 
4,488 0,642 0,0345 10,74 0,0414 6,44 0,643 
2,244 0,321 0,0286 10,66 0,0343 6,40 | 0,537 
1,122 0,161 0,0097 10,89 0,0117 6,53 0,179 
0,561 0,0803 0,0105 10,85 0,0126 6,51 | 0,192 
92: 
0,281 0,0401 I. 0,0238 10,89 0,0280 6,53 0,429 
IT. 0,0233 
0,140 0,0201 0,0217 10,07 0,0260 6,04 0,430 
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Tabelle VIL. 


15°/, Zucker. 


Pepton. 
Salze. 


Mit Frohberg-Hefe beimpft. 





g Pepton  & Stick- 
= stoff in 
in 250 ccm) 
Li 250 ccm 
osu ss 
ae Lisung 


abgewogen | berechnet 


150 cem Destillat |°/, Fuselél °/,Alkohol 


~ os der ver- | der ver- 
g Fuselél | °/, Alko- 
be hol d gorenen | gorenen | 
in 50 ccm | hol des Fliissig- 


Destillat |Destillates| eit 


bestimmt berechnet 





0,0257 


11,42 








°/, Fusel 


él des 


Pliissig- | Alkohols 
keit | 











4,488 0,642 0,0308 6,85 0,450 
2,244 0,321 0,0251 | 11,88 0,0301 7,13 0),422 
0,561 0,0803 | 0,0230 10,89 0,0276 6,53 0,422 
0,281 0,0401 | 0,0146 9,06 0,0175 5,44 0,322 
0,140 0,0201 0,0155 8,98 0,0186 5,40 0,344 
Tabelle VIII. Asparagin. 
15°/, Zucker. Salze. 
Mit Logos-Hefe beimpft. 
aaa ., | 150 ccm Destillat |%/, Fuselél°/,Alkohol| _ 
g Aspara-| g Stick- 150 cem Destillat |°/, Fuselél °/,Alkohol /, Fusel- 
in-+H,0} stoff in | g Fuselst| %, Alko-| Se" Yer | der ver | © 
gin +H, | sto g Fuselss | '/e gorenen gorenen | Ol des 
in 250 cem) 250 ccm | in 50 com hol des Fliissig-  Fliissig- Alkohols 
Lisung | Lésung | Destillat Destillates} eit keit | ’ 
— — — = ee — . 
abgewogen berechnet bestimmt berechnet 
3,436 0,642 0,0299 | 11,42 0,0359 | 6,85 | 0,524 
1,718 | 0,321 0,0287 | 10,25 0,0344 | 6,15 | 0,560 
0,859 | 0,161 0,0209 | 10,89 0,0251 | 6,53 | 0,384 
0,429 | 0,0803 | 0,0163 | 10,78 | 0,0196 | 6,47 | 0,303 
0,214 | 0,0401 | 0,0102 | 10,44 | 0,0122 | 6,26 | 0,195 
0,107 | 0,0201 0,0349 10,25 0,0419 6,15 0,681 











Latta rina ee 
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Tabelle IX. Asparagin. 


15°/, Zucker. Salze. 


Mit Wein-Hefe beimpft. 





g Aspara-| g Stick- 
gin + H,0| stoff in 
in 250 ccm) 250 cem 

Lisung | Lisung 





abgewogen | berechnet 


3,436 0,642 
1,718 0,321 
0,859 0,161 


| 
| 

0,214 | 0,0401 
' 


150 cem Destillat 
g Fuselél | °/, Alko- 
in 50cem| hol des 
Destillat Destillates 


bestimmt 
0,0568 | 11,72 
0,0516 | 11,19 


0,0303 | 10,22 
0,0333 | 11,72 





o/, Puselol #/Alkohol me 
der ver- | der ver- | /o Fusel- 
gorenen | gorenen | él des 


Fliissig- | Fliissig- | 4)Kohols 


keit | keit 

~~ berechnet : 
0,0682 | 7,03 0,970 
0,0619 | 6,71 | 0,923 
0,0364 6,13 0,594 


0,0400 | 7,03 | 0,569 




















0,0535 | 0,0100 | 0,0480 | 11,96 | 00576 | 7,18 0,802 
Tabelle X. Schwefelsaures Ammoniak. 
15°/, Zucker. Salze. 
Mit Logos-Hefe beimpft. 
ay. ney “aE illat |°/, Fuselél ° | 
gsi | 10 cm Des Fool 
: se ° m  s ~ | 
(NH,),80,) oe in dequen /, Alko gorenen | gorenen | il des 
in 250 a 250 cem | in 50 cem | hol des Fliissig- | Fliissig- | Alkohols 
Lisung | Lisung | Destillat |Destillates keit | keit 
abgewogen bevcchnet | j bestiment: a i berechnet 
3,026 | 0,642 0,0291 | 9,06 0,0349 5,44 «0,642 
1,513 | 0,321 0,0181 10,59 | 0,0217 | 6,35 | 0,842 
0,757 | 0,1605 | 0,0150 9,99 | 00180 | 6,00 | 0,300 
0,378 0,0803 | 0,0184 10,52 0,0221 | 6,31 | 0,350 
0,189 | 0,0401 0,0252 | 10,07 0,0302 6,04 | 0,500 
0,095 | 0,0201 | 0,0285 | 10,52 0,0342 6,31 | 0,542 


Mit Wein-Hefe beimpft. 








3,026 | 0,642 | 0,0249")! 5,70)] 0,0299 | 3,42 0,874 
1513 | 0321 | 00320 849 | 00384 | 5,09 | 0,754 
0,095 | 0,0201 | 0,0267 9,63 | 0,0320 | 5,78 0,553 
0,047 | 0,0101 | 0,0246 9,56 0,0295 | 5,74 | 0,514 





) Infolge zu friiher Unterbrechung Alkohol- und Fuselélgehalt niedrig. 
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ce. Der EinfluB des Leucingehaltes der Zuckerniahr- 
lésung in Gegenwart anderer Stickstoffquellen auf die 
Menge des gebildeten Fuseldls. 


In allen Girflissigkeiten der Praxis sowohl wie in den kiinst- 
lich mit Pepton, Asparagin und schwefelsaurem Ammoniak an- 
gestellten sind die in Fuselél tiberfiihrbaren Aminosiuren, mégen 
diese nun von vornherein als EiweiSspaltungsprodukte vorhanden 
gewesen oder erst als Hefeaustrittsprodukte hineingekommen 
sein, neben anderen assimilierbaren Stickstoffquellen vorhanden. 
Da nun zu erwarten war, da{ unter solchen Umstiinden eine Schiit- 
zung der Aminosiéure durch die anderen Stickstoffquellen eintritt 
und so nur eine geringere Menge dieser als bei ihrer alleinigen 
Gegenwart in Fusel6l tibergefiihrt werden kann, so wird die Beur- 
teilung aller praktisch méglichen Fille sehr erleichtert, wenn man 
durch eine méglichst einfache Versuchsanstellung zu entscheiden 


Tabelle XI. Leucin in Gegenwart von I. Pepton, 

ll. Asparagin, III. schwefelsaurem Ammoniak. 
15 °/, Zucker. Salze. 

Mit Logos-Hefe beimpft. 





| 


150 ccm Dest. 








owls 2 
P ASle AS aS 
g Stickstoff we A n ~ osic <x 3a 
ye SEs Se fl|P Seis swiss 
In 250 com Lisung | im 250eem | SSS BLalSesis sa 5a 
Lisung Bos <_S]|5 SiS bs | <q 
ME pte SLeem Se mece 
Summa wf A SA SI2° er Ss 
abgewogen berechnet bestimmt berechnet 
a ce NSE SONNE ESD <5 - 
Leucin 0,75 10,0808 | I. 0,0813| 


0,1606 10,22 | 0,0918) 6,13 | 1,50 


Pepton 0,561 |0,0803 | 
Leucin —_ 0,375 {0,0401 | .| Be 

0803 0,0617) 9 740} 6,71 1,10 
Pepton 0,281 [0,0402 | — ’ a” ae ee ' 
Leucin 0,375 |0,0401 | 
Asparagin 0,429 |0,0803 | 
Leucin 0,178 |0,0201 | 





I. 0,0717) 





| 


0,1204] — 0,0338) 11,27 | 0,0406) 6,76 | 0,59 


0,0602| —0,0373) 11,96 | 0,0448, 7,18 | 0,62 





Ul. Asparagin 0,214 |0,0401 | 
Leucin —_0,089 |0,0101 | ‘oil a ion 
, 0,0303| 0,031.4 10,96 | 0,0877) 6,58 | 0, 
Asparagin 0,107 |0,0201 |’ , Te. 
Leucin 0,75 |0,0808 | F " - 
; 0,1606]  0,0535] 9,85 | 0,0642' 5,91 | 1,09 
-— | ex), 80, 0,378 |0,0803) ° — os " 


Leucin —0,3875 |0,0401 | 
(NH,), SO, 0,189 |0,0402 | 














0,0803} —0,0480| 11,12 | 0,0576 6,67 | 0,86 


| 


ar 
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sucht, wie stark der Umsatz von Leucin unter solchen Verhiilt- 
nissen wird. 

Nach Abschluf der in Tabelle XI zu diesem Zweck ange- 
stellten Versuche publizierte auch Ehrlich'), daB wenn man der 
Hefe neben Zucker Leucin und Asparagin in gleicher Menge vorlegt, 
nur etwa die Hilfte des Leucin zu Amylalkohol umgesetzt wird. 

Die Versuche wurden so angestellt, daB der Hefe in zwei 
Konzentrationen gleiche Stickstoffmenge als Leucin und Pepton, 
in zwei weiteren als Leucin und schwefelsaures Ammoniak und 
in drei anderen doppelte Stickstoffmenge als Asparagin und ein- 
fache als Leucin geboten wurde. 

Zuerst zeigt sich wieder das friihere Gesetz, je gréBer die 
Stickstoffgabe, desto héher die Menge des gebildeten Fuseléls, da 
alle verwandten Konzentrationen tiber dem Minimalpunkte der 
Fuselélbildung lagen. 

Aber erst die Zusammenstellung der Tabelle XL, in der zum 
Vergleich die Fuselélprozente der vergorenen Fliissigkeiten ver- 
eint wurden, welche bei der den Kombinationen entsprechenden 
Stickstoffkonzentration einerseits mit Leucin allein, andererseits 
mit den anderen verwandten Stickstoffquellen allein erreicht wur- 
den, gestattet eine klare Ubersicht tiber die gewonnenen Resultate. 
(Tabelle XII Seite 252.) 

Die Vergleichstabelle XII zeigt: 1. daB durch die Anwe- 
senheit einer anderen Stickstoffquelle die Menge des aus 
Leucin, — wenn dieses allein vorhanden ist, — gebil- 
deten Fuseléls herabgesetzt wird, mit einer Ausnahme der 
gréBeren Stickstoffkonzentration von Leucin und Pepton, durch 
die merkwiirdigerweise das Maximum der aus Leucin allein durch 
wachsende Hefe erzielbaren Fuselélmenge tiberschritten wurde; 

2. daB durch Zusatz von Leucin die auf einer anderen 
Stickstoffquelle, — wenn diese allein vorhanden ist, — 
gebildete Fuselélmenge heraufgesetzt wird. 

Die praktische SchluBfolgerung aus diesen Versuchen ist, dab 
in Girfliissigkeiten, die von vornherein Leucin oder andere Fusel- 
6l gebende Aminosiiuren aus dem Eiweifzerfall der Rohmaterialien 
enthalten, immer mehr Fuselé] entstehen wird, als in solchen, die 
frei von Fuselél gebenden Aminosiiuren zur Girung angestellt 


1) Diese Ztschr. 2, 76. 1906. 














252 H. Pringsheim: 


Tabelle XII. Vergleich zwischen dem Fuseldl- 
gehalt bei Gegenwart von Leucin und einer andern 
Stickstoffquelle (Pepton, Asparagin, schwefelsaures Ammoniak) 
mit dem bei ausschlieBlichem Gehalt von Leucin einerseits oder 

Pepton, Asparagin, schwefelsaurem Ammoniak andererseits. 


Logos-Hefe. 





°/, Fuselil °/, Fuselél °/, Fusell 





In 250 com der ver- | a i | der ver- | In 250 cem| der ver- 
Lisung gorenen | | sung | Sorenen Lisung | gorenen 
Lisung | 8 | Lisung | Lisung 

y ete ~ omen werd | 0,0788 Pepton ane 0,0126 
2 wees — 0,0740 -— 0,0859 lpepton 0,281) 0,0280 
3. yon en 0,0406 eo 0,0859 \Aspar. 0,429 0,0196 
4. pac pe 0,0448 Tiel 0,0524 Hasper. “ 0,0122 
be ree my 0,037 om ‘| 0,0492 pee 0,107) 0,0419 
6. oe io 0,0642 Pas | 0,0788 ~~, 0,0221 
7. oan oo 0,0576 pe 0,0859 (00, | 0,0302 


wurden. So wurde fiir diese schon von Ehrlich’) ausgesprochene 
und neuerdings durch einen Versuch gestiitzte Annahme (a. a. O.) 
eine durch mehrere Versuche erwiesene experimentelle Grundlage 
geschaffen. 


Der EinflufB der Girdauer auf die Menge des gebildeten Fuseléls. 


Die Anschauung, daS am Ende der Garung mehr Fuselél ge- 
bildet wird als am Anfang oder zur Zeit der Hauptgiirung, stiitzt 
sich hauptsichlich auf die friiher schon von mir*) beriicksichtigten 
Lindetschen*) Versuche, die einen Fall der Praxis untersuchten. 





') Ztschr. d. Vereins der deutschen Zucker-Industrie 66, 550. 1905. 
*) Centralbl. f. Bakt. (Abt. II) 15, 304. 1905. 
*) Lindet, Comptes rendus 67, 182. 1888. 
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Es schien nun von Wichtigkeit, die Frage nach der zeitlichen 
Bildung des Fuseléls neu zu priifen und vor allem verschieden- 
artig zusammengesetzte Naihrlésungen der Vergiirung durch Hefe- 
reinkulturen auszusetzen. Denn nach allen vorher gemachten 
Beobachtungen war zu erwarten, daf die urspriingliche Anwesen- 
heit in Fuselél verwandelbarer Aminosiiuren im Gegensatz zu 
Nahrlésungen, in denen erst durch die Hefewirkung Aminosiiuren 
in die Lésung kommen, auch auf die Bildung von Fuselél zu ver- 
schiedenen Zeiten der Girung von groBem Einflu® sein wiirde. 


Es wurden dieser Betrachtung entsprechend drei Arten von 
Nahrlésungen verwandt und das Verhiltnis des zu verschiedenen 
Zeiten aus ihnen gebildeten Fuseléls zum gebildeten Alkohol fest- 
gestellt. Zuerst eine ungehopfte Bierwiirze. In ihr findet 
die Hefe léslich gemachte Eiweilistoffe, welche die Hefe selbst 
wiihrend der Girung noch weiter spalten kann'). Nach Beije- 
rink*) wirken die Hefen simtlich proteolytisch auf die dem Nihr- 
boden zugesetzten Eiweifstoffe. Andererseits ist zu beriicksich- 
tigen, daB der Vorgang dieser Spaltung ein allmiablicher sein muB, 
da nach T. Grownow und O. Grigoriew*) sowohl Zucker wie 
Alkohol hemmend wirken. Zieht man dazu noch in Betracht, daB 
Sch iitz*) angibt, dab Hefetrypsin die der Hefe eigenen Eiweibstoffe 
am schnellsten angreift, so sieht man, welche Fille von Faktoren 
bei der Bildung von Aminoséiuren wahrend einer Wiirzegirung 
mitwirken kénnen. So wird dieser der Praxis am genauesten 
nachgeahmte Fall auch am uniibersichtlichsten. Einfacher ge- 
stalten sich die Verhialtnisse auf dem zu zweit verwandten Nihr- 
boden mit schwefelsaurem Ammoniak als Stickstoffquelle, 
da hier alle Aminoséuren aus dem Stickstoffaustritt aus der Hefe 
herstammen miissen, der im Zusammenhang mit dem Stickstoff- 
umsatz bei dieser Stickstoffquelle schon im Teil II erforscht wurde. 
Im dritten Falle wurde der Hefe von vornherein Leucin vor- 
gesetzt, dazu aber die gleiche Stickstoffmenge in Form von Pepton 
geboten, um wieder genaueren Anschlu8 an einen praktisch még- 
lichen Fall zu erreichen. 


_— — 


1) Vergleiche hierzu Del briick. Wochenschr. f. Brauerei 1898, Nr. 30. 
*) Centralbl. f. Bakt. (Abt. II) 8, 521. 1897. 

®) Ztschr. f. physiol. Chem. 50, 299. 1904. 

*) Hofmeisters Beitriige 3, 433. 1902. 
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Die Resultate der so geplanten Versuche sind in den Tabellen 
XIII, XIV und XV vereint. 

Ungehopfte Bierwiirze wurde in zwei Versuchsreihen 
einmal mit Frohberg- und ein zweites Mal mit Logos-Hefe ver- 
goren. Die mit Frohberg-Hefe gewonnenen Analysenzahlen 
stammen aus der ersten Zeit meiner Versuchsanstellung. Damals 
wurde noch ein dem Volumen der Giirfliissigkeit gleiches mit 
Dampf abgetrieben. Dadurch wurden die gefundenen Werte fiir 
das Fusel6l sehr gering und naturgema8 mit einer groBben Fehler- 
quelle behaftet. Dazu kommt, daf durch die Vergiirung in ver- 
schiedenen GefiBen eine noch weitere Méglichkeit der Verschieden- 
heit im Verlauf der Giirungen geboten war. So erkliart sich der 
hohe Alkoholgehalt am dritten Tage von 4,60°/o im Vergleich zu 
dem von 4,11 °/p am vierten Tage dadurch, da8 die erste Girflasche 
ohne Kohlensiureverschlu8 unter Watte vergoren war, wodurch, 
wie im Anhang des zweiten Teiles bewiesen, schnellere Vergirung 
erfolgt. 

Sieht man von dieser UnregelmaBigkeit und der geringen 
Genauigkeit der Resultate infolge der zu niedrigen Analysenwerte 
ab, so kommt man zu dem SchluB. daB in einem Falle, wie 
dem untersuchten, bei Vergirung von Wiirze mit Heferein- 
kultur, keine Steigerung in der Menge des gebildeten 
Fuseléls bezogen auf die gleichzeitig gebildete Alkohol- 
menge gegen das Ende der Giarung hin zu beobachten ist, 
sondern da& im Gegenteil das Verhialtnis Fuselél zu 
Alkohol wahrend der ganzen Girdauer innerhalb der 
Versuchsfehler dasselbe ist. 

Das Resultat der Versuchsreihe mit Frohberg-Hefe schien 
von so groBer Wichtigkeit, daB es geboten war, die Versuche mit 
Unterdriickung der angegebenen Ungenauigkeiten zu erneuern. 
Um das Prinzip zu verallgemeinern wurde fiir die neue Versuchs- 
reihe Logos-Hefe verwandt. Die UnregelmaSigkeit im Giarver- 
lauf wurde dadurch unméglich gemacht, da8 die Proben an den 
verschiedenen Tagen auf sterileWeise durch Abhebern aus derselben 
Girflasche entnommen wurden. Um héhere Analysenzahlen zu 
erhalten, lie ich jedesmal 500 com Wiirze ab und destillierte nur 
150 com. Die so mit Logos-Hefe gewonnenen Resultate 
bestitigen die mit Frohberg-Hefe erhaltenen in vollem 
Umfange. Der obenstehende Satz darf daher verallgemeinert 
werden. 
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Tabelle XIII. Ungehopfte Bierwiirze. 
In getrennten GirgefiBen 4 250 ccm. 
Mit Frohberg-Hefe beimpft. 

2 | __250 com _Destillat =," Fuselél der '¢/,Alkohol der} °/, Fuselal 
S |g Fuselél in a Alkohol vergorenen | vergorenen 
sc 
3 50 cem Dest. des Destillates a | | ree | | des Alkohols 
4 bestimmt re berechnet : 

3| 00057 | 4,60 0,0114 4,60 | 0,95 

4{ 00042 | 411 0,0084 4,11 0,20 

5} 00,0090 5,20 0,0180 5,20 | 0,35 

6] 0,0098 | — 6,03 0,0196 6,03 | 0,33 

7/ 00097 | 6,86 00194 . 6,86 0,28 
20} 00125 | 7,50 00250 | 7,50 | 0,33 

In einem Girgefi8. 
Mit Logos-Hefe beimpft. 
500 cem abgezogen | 
150 ccm Destillat 
sentences sna ] | 

3 0,0179 | 18,68 0,0107 | 5,60 0,19 

6] 00,0194 23,86 00116 | 7,16 | 0,16 

8} —0,0205 26,25 0,0123 | 7,88 0,16 
20} 0,0295 | 36,50 00177 | = 9,15 0,19 








Des weiteren ergibt sich aus dem Vergleich der zwei Versuchs- 
reihen, da® auf Wiirze Frohberg-Hefe mehr Fuselél als Logos- 
Hefe bildet, worauf an anderer Stelle wieder zuriickgekommen 
wird. 


Tabelle XIV. 0,757 g (NH4)pSQ, in 250 com Lésung. 


15°/, Zucker. 


Salze. 


Mit ae -Hefe waite ite 





250 ¢ ccm 








" 
°/, Fuselél | °/, Alkohol | 0 . 
Ey 150 cem Destillat /o | /o /o Fuselil 
~ Berichte 2 oe der | der a 
= | g Fuselél in| %/, Alkohol | vergorenen | vergorenen | bol 
4 | 50 cem Dest. {des Destillates) Pebsighst | | Fliissigkeit | — 
< | bestimmt omg  berechnet 
$$$ : iki 
12 0,0044 | 3,64 0,0053 | 218 | 0,250 
| | i 
24] 00,0100 5,82 00120 819 | 0876 
32]  0,0163 9,78 0,0196 | 5,87 | 0,334 
5S wo 
SE 0,0173 12,58 00207 | 7,55 | «(O84 
a= 
Pah) 
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Schwefelsaures Ammoniak diente nun als Stickstoff- 
quelle, wie die Tabelle XIV zeigt. Die Methode entsprach der 
friiher verwandten. Die Giirfliissigkeiten wurden getrennt ver- 
goren. Die Konzentration des schwefelsauren Ammoniaks war die 
fiir Logos-Hefe auf dieser Stickstoffquelle fiir die Erzielung einer 
schnellen Girung in Teil Il am giinstigsten befundene. 

Hier traten Schwankungen im Verhialtnis Fuselél zu 
Alkohol an verschiedenen Girtagen auf, die ein Anstei- 
gen des Faktors vom 12. bis zum 24. Tage und von da 
einen Abfall bis zum Ende der Girung zeigen. Eine An- 
haiufung von Fuselél am Ende der Garung war wieder nicht zu be- 
merken. 

Eine Kombination von Leucin und Pepton war die 
Stickstoffquelle in der letzten derartigen Versuchsreihe der Tabelle 
XV. Die Versuchsanstellung war wieder die gewéhnliche. Deut- 
lich tritt hier hervor, da8 bei urspriinglicher Gegenwart der 
in Fuselé] iberfiihrbaren Aminosaiure das Maximum der 
Fuselélbildung in die erste Periode der Girzeit fallt. 
Auch in dem einen Versuche mit Leucin als einziger Stickstoff- 
quelle wurde zuerst mehr Fuselél, namlich 1,39°/9 als bei dem 
Durchschnitt der ganzen Girung mit derselben Leucinmenge 
namlich 1,25°/5, wie aus Tabelle I ersichtlich ist, gebildet. 


Tabelle XV. 
0,375 g Leucin und 0,281 g Pepton pro 250 ccm Lésung. 
15°/, Zucker. Salze. 
Mit Logos-Hefe beimpft. 




















Ps 150 cem abgezogen %/, Fuselél | °/, Alkohol | oF lil 
- 100 ccm Destillat — * “der * “der Io ma ° 
3% |g Fuselél in| °/, Alkohol | Vergorenen | vergorenen | 
q 50 ccm Dest. \des Destillates I liissigkeit Filiissigkeit | ARchee 
4 bestimmt berechnet 
7/ 00213 | 1,88 00284 | 1,25 | 297 
10} 00404 | 4,29 00539 | 286 | 1,90 
12 0,0504 7,26 0,0672 | 4,84 1,39 
16] 0,0632 11,49 0,0843 7,66 | 41,10 
0,75 Leucin pro 250 com Lisung | 
250 cem 
150 cem Destillat | 
| 
0,0059 | 0,85 00071 | O51 | 1,89 











Beane we 
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Diese Retultate bestiitigen auch die friiher mit geringerer 
Zuckerkonzentration gewonnenen, bei denen durch einen Abbruch 
der Girung in einer friiheren Periode infolge Zuckermangels das 
Verhiltnis Fuselél zu Alkohol heraufgesetzt wurde. 


Die zusammenfassende SchluBfolgerung aus den 
Resultaten iiber die zeitliche Bildung von Fuseléle wah- 
rend der Girung lauten also, daB sich keine allgemeine 
Regel fiir die Giirperiode aufstellen laBt, in der das Maxi- 
mum an Fuselél gebildet wird. Die Zusammensetzung 
der Nihrlésung ist hierfiir ausschlaggebend. 

In Fallen der Praxis wird bei Wiirzen kaum grobe Schwan- 
kung im Verhialtnis Fuselél zu Alkohol zu verschiedenen Giir- 
perioden zu beobachten sein. In eiweifreichen Maischen, die ur- 
spriinglich reichlich Aminosiuren infolge der Proteolyse des Eiweil} 
bei der Milzung und Maischung enthalten, ist die Angiirungs- 
periode, die mit der Hefevermehrung zusammenfillt, auch die der 
intensivsten Fuselélbildung. ; 

Jedenfalls kann keine Rede davon sein, da® sich nach Ablauf 
der Girung Fuselél in einer vergorenen Fliissigkeit irgendwelcher 
Art anhiiufen kann’). Man braucht deshalb in praktischen Be- 
trieben keine Scheu zu haben, die Girung bis zum Ende durch- 
zufiihren, weil man fiirchten kénnte dadurch zu einem geringerem 
Alkohol zu gelangen. 


Die Bildung von Fuselél bei der Hefeselbstvergirung und bei der 

Vergirung mit Hefeselbstverdauungsprodukten als Stickstoffquelle. 

Die Uberfihrung von Leucin in Amylalkehol durch selbstverdauende 
Hefe. 


DaB zwischen den Eiwei®zerfallprodukten toter Hefe bei der 
Selbstverdauung und den aus der lebenden Hefe wihrend der 
Garung austretenden eine gewisse Ubereinstimmung herrscht, ist 


1) Dadurch verlieren auch die SchiuBfolgerungen an Wert, die 
Duclaux, Traité de Microbiologie 8, 485 aus den Versuchen von Ray mann 
und Kruis, Chemisch-biologische Studien, Prag. (Verlag der Versuchs- 
anstalt fiir Spiritus-Industrie) 1891 gezogen hat, wenn er sagt: ,,Diese 
Autoren haben gefunden, daB in den Fillen, wo am wenigsten Fuselil 
gebildet war, die Hefe am lingsten mit der Fliissigkeit zusammen war, 
so daB man folgern mu8, da8 der Amylalkohol am Anfang gebildet wird, 
und am Ende wieder verschwunden sei! 
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eine aus allen Erfahrungen tiber den Eiweifzerfall gerechtfertigte 
Annahme. 

Nach Wah! und Nilson’) tritt bei der Girung ein gréSerer 
Prozentsatz des Stickstoffs aus der Hefe aus (11,11 °/o), als durch 
einfache Dialyse in der Mischung von Wasser und Hefe (8,71). 
Doch kann diese Angabe nur lebende in Wasser aufgeschwemmte 
Hefe und nicht abgetétete betreffen. 

Schiitzenberger®*) gewann aus den wisserigen Extrakten 
der der Selbstverdauung iiberlassenen Hefe unter anderen Spal- 
tungsprodukten Leucin. Dieselben Spaltungsprodukte fanden 
Kossel*) und Salkowski*). Doch auch Kutscher®) gewann aus 
selbstverdauter Hefe in neuerer Zeit keine andere Monoamino- 
siiure. Dies diirfte der Anwendung der Fischerschen Ester- 
methode fiir die Trennung der Verdauungsprodukte iiberlassen sein. 

DaB bei der Selbstverdauung der Hefe Fuselél gebende Ab- 
bauprodukte in Gestalt von Aminosiiuren gebildet werden, schien 
daher auBer Zweifel. Hier bot sich also eine Gelegenheit, die Ei- 
weibzersetzung der Hefe wiihrend der Giirung nachzuahmen und 
zu priifen, ob sich durch den urspriinglichen Zusatz solcher Pro- 
dukte zur Girfliissigkeit bei Verwendung dieser als Stickstoffquelle 
die Fuselélbildung intensieren lie’? Weiterhin war zu unter- 
suchen, ob eine der Selbstvergiirung ihres Glykogen iiberlassene 
Hefe dabei reichlich Fuselél aus ihren Selbstverdauungsprodukten 
bildet. Denn diese Versuchsansteilung ist eine Nachahmung der 
in manchen Girbetrieben z. B. bei der Weinproduktion herrschen- 
den Verhiltnisse, bei welchen am Ende einer Giirung, bei der 
sich reichlich Hefe gebildet hat, diese noch lingere Zeit in der 
Giirfliissigkeit verweilt. 

Im Zusammenhang mit diesem Versuche war ein anderer 
anzustellen, bei dem die Glykogengiirung durch Verwendung von 
nur wenig Hefe unterdriickt, den Verdauungsenzymen jedoch 
durch Zusatz von Leucin ein schirferer Angriffspunkt geboten 
wird. Dadurch sollte entschieden werden, ob die Umwandlung 


‘) American Brewers Review 1902, 37 nach Kochs Jahresbericht 
18, 239. 1902. 

*) Bulletin de la Soc. chimique de Paris 21, 194 und 204, 1874. 

*) Ztschr. f. physiol. Chem. 8, 284. 4, 291. 5, 251 und 265. 

*) Ztsehr. f. physiol. Chem. 18, 506. 

*) Ztschr. f. physiol. Chem. 82, 59. 
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von Leucin in Amylalkohol unabhangig von der Giarung durch 
abbauende Enzyme statthaben kann. Alle diese Versuche waren 
vollendet,-ehe Ehrlich’) neuerdings andeutete, daB die Uberfiih- 
rung von Aminosiuren in Alkohol durch aufbauende Enzyme 
erfolge. ; 


Untersuchung der Selbstvergirungsprodukte der Hefe 
auf Fuseldl. 


Schon Lintner’) nimmt an, daf die Selbstvergirung eine 
Quelle fiir das Auftreten héherer Alkohole im Rohspiritus bildet. 
Weiter sagt er: ,,Es ist jedenfalls viel wahrscheinlicher, daB die 
héheren Alkohole, besonders die Giirungsamylalkohole, der Hefe 
ihre Entstehung verdanken, als Nebengirungen, welche durch Spalt- 
pilze hervorgerufen werden. Auch Brefeld*), Klécker*) und 
Effront®) beobachteten Fuselélbildung bei der Selbstvergirung 
oder beim Absterben der Hefe. — 

Um diese Beobachtungen nachzupriifen, wurde PreBhefe, die 
3,0°/9 Stickstoff in ihrer Trockensubstanz und 70,63°/9 resp. 
69,27 °/) Trockensubstanz enthielt, zu je 1 kg mit 2 1 Wasser der 
Selbstvergarung tiberlassen. Der Zusatz yon Chloroform als in- 
fektionshinderndes Mitte] war ausgeschlossen. Erstens sollte die 
Hefe nicht gleich abgetétet werden und dann durfte wegen der 
vorzunehmenden Alkohol- und Fuselbestimmung kein fliichtiger 
K6rper zugegeben werden. Deshalb wurde in zwei verschiedenen 
Versuchen einmal '/,°/y Buttersiiure, ein andermal 1 °/) Milchsiure 
zugesetzt, die nach Wehmer®) die Girung nur schwach und die 
Entwicklung von Fremdorganismen stark hemmen. 

Bei diesen Selbstvergirungen wurde innerhalb weniger Tage 
im ersten Falle 38 g, im zweiten 37 g Kohlensiure abgegeben. 
Dann wurde der gebildete Alkohol abdestilliert und sein Fuseldl- 
gehalt bestimmt. Der in Gegenwart von Buttersiure erhaltene 


’) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 89, 4072. 1906. 

*) Centralbl. f. Bakt. (Abt. IT) 5, 793. 1899. 

5) Nach Mirker-Delbriick, Handb. f. Spiritus-Fabrikation. Berlin, 
Paul Parey. 1908, 495. 

*) Alb. Klicker, Die Girungsorganismen. Max. Waag, Stuttgart. 
1900, 180. 

5) Centralbl. f. Bakt. (Abt. II) 16, 469. 1905. 

®) Kochs Jahresbericht 9, 111. 1898 und 12, 191. 1901. 
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Alkohol enthielt 1,15°/), der in Gegenwart von Milchsiure ge- 
bildete 1,34°/) Fuselél. Die Menge des gebildeten Alkohols 
bezogen auf die groBe Menge der selbstvergorenen Hefe 
war gering. Nur durch die geringe Quantitait des bei 
der Glykogengirung gebildeten Alkohols erkliart sich 
dessen hoher Prozentgehalt an Fuseliél. — 


Die Vergirung von Zucker mit Hefeselbstverdauungs- 
produkten als Stickstoffquelle. 


Die mit */,°/o Buttersiiure selbstvergorene Hefe wurde von 
der Verdauungsfliissigkeit durch Filtration getrennt und diese auf 
3 1 aufgefiillt. Nachdem sie mit 10°/) Zucker versetzt und steril 
gemacht war, wurde mit Weinhefe beimpft und vom 16. November 
bis 7. Dezember vergoren. — Der so erhaltene Alkohol wurde ab- 
destilliert und analysiert. Er enthielt nur 0,16°/) Fuseldl. 

Die Zeit der Selbstvergiirung war in vorstehendem Falle nur 
kurz gewesen; auch war die Hefe nicht von vornherein abgetétet. 
Beides wurde in dem neuen Versuche anders angestellt. Weitere 
2 kg derselben PreBhefe wurden unter 41 Chloroformwasser wih- 
rend 2'/; Monaten einer reguiliiren Selbstverdauung iiberlassen. 
Sie verloren dabei bei 28°C 65 g Kohlensiiure. Die klar iiber- 
stehende Fliissigkeit enthielt, nachdem das Chloroform zusammen 
mit dem Alkohol abdestilliert worden war, 0,785 °/9 Stickstoff. 

500 ccm dieser Lésung wurden mit 5°/) Zucker steril ge- 
macht. 1000 emm wurden auf 500 ccm eingedampft, andere 
250 cem auf 500 ccm aufgefiillt und bei Lisung mit 5°/9 Zucker 
sterilisiert. Nachdem die drei Naihrlésungen mit Weinhefe beimpft 
und vergoren waren, wurde aus jeder 250 ccm absterilisiert. Die 
Resultate sind in der Tabelle XVI vereint. —- Der Prozentgehalt 
des so gebildeten Alkohols an Fuselél ist gering; es war keine 
Steigerung gegeniiber dem auf einer Aminosaiire-freien Stickstoff- 
quelle erzielten zu beobachten. Die absoluten Mengen waren durch 
die gesteigerte Stickstoffgabe unter diesen Verhiltnissen ziemlich 
unbeeinfluBt gelassen worden. Merkwiirdig ist, da nur bei der ge- 
ringsten Stickstoffkonzentration eine véllige Vergérung des Zuckers 
zu erzielen war. Die groBen Mengen von HefeeiweiBabbauprodukten 
miissen in den beiden héheren Konzentrationen hemmend auf die 
Garung gewirkt haben. 
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Tabelle XVI. Vergiirung von Zucker mit 
Hefeselbstverdauungsprodukten als Stickstoffquelle. 
Mit Wein-Hefe beimpft. 





*/o Selbst- em , %o Fuselil “fo Alkohol 9, Puselél 
250 cem Destillat ‘ieee 
verdau- ee der der | a 
ungsstick-|g¢ Fuselil in| °/, Alkohol | vergorenen | vergorenen 
s Phar : wien 2% 2,1 ste tod ac, | AaROROlS 
stoff | 50 cem Dest. des Destillates| Fliissigkeit | Fliissigkeit 
bestimmt berechnet 
1,57 0,0087 3,99 0,0087 199 | 0,437 
0,785 0,0078 3,87 0,0078 1,93 0,404 
0,393 0,0089 5,08 0,0089 2,54 0,350 








Immerhin lie8 sich noch der Einwand erheben, daB die stick- 
stoffarme PreBhefe kein gut entwickeltes Verdauungsenzym ent- 
hielt und ihre Verdauungsprodukte deshalb arm an Aminosiiuren 
waren. 

Deshalb wurde in Wiirze herangezogene Hefe der Selbstver- 
dauung iiberlassen. Einerseits wurden 500 cem Chloroformwasser- 
hefeaufschwemmung wiihrend eines Monats allein, andererseits 
250cem derselben Aufschwemmung in Gegenwart von Pepton wiih- 
rend derselben Zeit und bei derselben Temperatur (28° C.) ver- 
daut. Nach dem Abdestillieren des Chloroforms wurden die 250 
ecm mit 10°, Zucker sterilisiert. Die 500 eem wurden in zwei 
Teile geteilt und der eine mit reichlich Pepton und 10°) Zucker, 
der andere nur mit 10°/, Zucker steril gemacht. 

Nach der Vergiirung durch eingeimpfte Weinhefe wurden 
250 cem abdestilliert und Alkohol wie Fuselé] bestimmt. Der Pep- 
tonzusatz war gemacht worden, um der selbstverdauenden Hefe 
Gelegenheit zu geben auch dieses in tiefere Eiwei8spaltungspro- 
dukte zu verwandeln'). Der Peptonzusatz vor der Giirung wurde 
gemacht, um mit den vorherigen gleiche Verhiltnisse herzustellen, 
falls das Pepton durch die selbstverdauende Hefe nicht angegrif- 
fen worden war. 

Die in Tabelle XVII zusammengestellten Resultate zeigen, 
dab bei Abwesenheit von Pepton wieder ein Fuselélgehalt des Al- 

") Bokorny, Chemiker-Ztg. 27, 5. 1903 fand, daB bei Zusatz von 
EiweiBstoffen zu selbstverfliissigender Hefe auch diese noch in Albumosen 
und Peptone umgewandelt werden. 











262 H. Pringsheim: 


kohols erzielt worden war, der den vorherigen Resultaten bei der 
stickstoffirmeren Hefe entsprach. Bei Peptonzusatz wurde in bei- 
den Fillen gesteigerte Fuselélbildung beobachtet. Wurde das 
Pepton zu verdauender Hefeaufschwemmung gegeben, £0 bildete 
sich weniger Fuselél, als wenn es der Nihrfliissigkeit erst bei der 
Sterilisation zugesetzt wurde. Die Alkoholbildung war eine un- 
vollkommene, was durch die grofen Stickstoffmengen in der 
Nihrlésung im Anschluf an die in Teil II besprochenen Ver- 
suche von [wanowski zu erkliren ist. 

Weiterhin wurde das sich im Handel findende Hefeverdau- 
ungsprodukt Ovos, das in 100 cem 4,1 g Stickstoff enthielt, in 
10°/,iger Zuckerlésung mit einem Stickstoffgehalt von 0,4 °/) mit 
Weinhefe als Stickstoffquelle benutzt und das Resultat der Ta- 
belle XVII unten beigefiigt. Auch damit wurde nur ein niedriger 
Fuselélgehalt des gebildeten Alkohols erzielt. 


Tabelle XVII. Vergirung von Zucker mit 
Hefeselbstverdauungsprodukten als Stickstoffquelle. 
Mit Wein-Hefe beimpft. 











250 ba Destillat | “0 —_ ih a % Fuselél 
a Oe er er 
a —— “ho _— vergorenen | vergorenen | Po 1 
Destillat | Destillates | Fliissigkeit | Fliissigkeit | “'*°"°™* 
bestimmt  berechnet 
Ohne Pepton 0,0205 | 8,21 0,0205 | 4,11 | 0,499 
Mit Pepton | 
vergoren 0,0277 8,35 0,0277 | 4,18 0,663 
Mit Pepton 
verdaut . 0,0252 8,28 0,0252 , 4,14 | 0,609 
OVe8. «. « 0,0101 7,80 0,0101 3,90 0,259 








Die so gewonnenen Resultate lassen sich also dahin zusam- 
menfassen, daB bei der Zuckergirung mit Hefeselbstver- 
dauungsprodukten als Stickstoffquelle kein hoher Pro- 
zentgehalt des gebildeten Alkohol an Fuselél zu er- 
zielen war. 

Trotz der groBen Mengen von Stickstoff, die in den Nahrlé- 
sungen vorhanden waren, wurde kein gleichhoher Fuseldlgehalt 
wie in Gegenwart von Pepton oder wie auf andern reichlich vor- 














Uber die Stickstoffernihrung der Hefe. 263 


handenen Stickstoffquellen z. B. Asparagin, schwefelsaurem Am- 
moniak und Pepton allein erzielt. Gerade letztere Beobachtung ist 
schwer zu erkliren. Mdiglicherweise findet die Hefe auf ihren 
eigenen Verdauungsprodukten hochmolekulare EiweiSspaltungs- 
produkte fiir ihren EiweiBaufbau, so daB sie unter so giinstigen 
Bedingungen arbeitend zu keinem bedeutenden Stickstoffumsatz 
angeregt wird. 

Auch der Fuselélgehalt, welcher sich auf Kombinationen 
von Leucin und andern Stickstoffquellen durch die Hefe erzielen 
lieB, wurde nie erreicht, wenn Verdauungsprodukte als Stickstoff- 
quelle geboten wurden. Nimmt man nun an, da die mit Ver- 
dauungsprodukten angestellten Versuche einigermaBen den Ver- 
haltnissen einer natiirlichen Giérung entsprechen, bei der Hefezer- 
fall wihrend der Girung stattfindet, so bieten die Resultate eine 
gewisse Erkliirung fiir die Tatsache, daB in der Praxis keine allzu- 
groBen Schwankungen fiir die Fuselélbildung beobachtet wurden, 
da auch in vorstehenden Versuchen ein Hinausgehen iiber ein 
gewisses Maximum der Fuselélbildung nicht beobachtet werden 
konnte. 


Die Uberfiithrung von Leucin in Amylalkohol durch 
selbstverdauende Hefe? 


Durch den Nachweis nur geringer Mengen Fuselé] im Selbst- 
vergérungsalkohol war noch nicht klargestellt, ob nichtwachsender 
Hefe unter Ausschlu8 der Alkoholgiirung die Fahigkeit zukommt 
oder abgeht, Leucin enzymatisch in Amylalkohol iiberzufiihren? 
Denn einerseits konnten der Hefe aus ihrem eigenen EiweiBzerfall 
nur geringe Aminosiiurenmengen zur Verfiigung gestanden haben, 
andererseits wirkte die Hefe durch die Vergiirung ihres Glykogen 
auch alkoholbildend. 

Ein klares Versuchsbild ergibt sich, wenn man Leucin einer 
nicht bedeutenden Hefemenge, der also nur wenig Glykogen zur 
Garentfaltung zur Verfiigung steht, zur Einwirkung iiberla®t. Um 
kriftige Enzymentwicklung zu erreichen, wurde eine stickstoff- 
reiche Hefe herangeziichtet und zu diesem Zweck 1'/2 1 ungehopf- 
te Bierwiirze unter sterilen Bedingungen mit Log os- Hefe beimpft. 
Nach vier Tagen wurde die alkoholische Fliissigkeit vom Hefesatz 
abgegossen, die Hefe gut mit Eiswasser gewaschen und mit 5 g 
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Leucin aus Melasseriickstiinden in 500 cem Chloroformwasser der 
Selbstverdauung bei 28° C iiberlassen. Nach 38 Tagen wurden 
150 cem abdestilliert. 

Alkohol konnte im Destillat durch Gewichtsbestimmung 
nicht nachgewiesen werden. Auch Fuselél wurde nicht gefunden, 
oder seine Menge lag wenigstens bei einer Titration von 0,4 ccm 
der verwandten Permanganatlésung, die 0,0004 g Amylalkohol 
fiir die Gesamtmenge der 150 ccm Destillat entsprechen wiirden, 
véllig innerhalb des Versuchsfehlers der Methode. 

Durch diesen Versuch wurde also bewiesen, da&B Hefe, die 
keine Girkraft zu entfalten Gelegenheit hat und die 
nicht wichst, auch keine enzymatische Uberfiihrung 
von Leucinin Amylalkohol besorgt. 


Die Uberfiihrung des Leucin in Amylalkohol durch wachsende, 
aber nicht giirende Hefe. 


Das Gegenstiick zu dem Versuche, in welchem nicht giirender 
und nicht wachsender, abgetéteter Hefe, d. h. also ihren Abbau- 
enzymen Leucin geboten wurde, bildet ein anderer, bei dem wach- 
sender Hefe, die durch die Abwesenheit von Zucker am giiren 
gehindert und mit einer anderen Kohlenstoffquelle versorgt wurde, 
mit Leucin als Stickstoffquelle ernihrt wurde. 

Bekanntlich kann man Hefe in Abwesenheit von Zucker zum 
Wachstum bringen, wenn man ihr neben einer Stickstoffquelle 
und Niahrsalzen eine andere Kohlenstoffnahrung zur Verfiigung 
stellt. Von den von Laurent’) zu diesem Zwecke méglich befun- 
denen Kohlenstoffquellen wurden vier, die Weinsiure, die Apfel- 
siure, die Bernsteinsiiure und die Zitronensiiure ausgewahlt und 
in einem Versuch entschieden, welche zum Wachstum der groBt- 
miglichen Hefezahl am geeignetsten ist. Als Stickstoffquelle 
wurde Leucin verwandt und zum Vergleich die Hefezahl, welche 
durch eine ebenso groBe Stickstoffkonzentration als schwefelsaures 
Ammoniak erzielt wird, herangezogen. 

Die untersuchten Lésungen enthielten die Salze in der schon 
friiher verwandten Zusammensetzung, die Kohlenstoffquellen in 
1°/oigem Gehalt und 0,25 g Leucin oder 0,471 g (NH 4)2S0, fiir 


*) Ann. Soc. belge de Microscopie 14, 29. 1890; zitiert nach Lafar. 
Handbuch der technischen Mykologie Bd. 4 1, S. 93. 
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100 ccm Lésung. Vor der Sterilisation wurden die Sauren bis zur 
schwachsauren Reaktion mit Soda neutralisiert. Die eingeimpfte 
Hefe war Logos- Hefe. 

Die folgende Tabelle enthalt die Zahl der nach zwei Monaten 
gefundenen Hefezellen pro cem. 











(NH,),S0, Leucin 
Weinsiure .. “a 4000 keine 
Apfelsiure . . +] 11 Millionen =| 14,6 Millionen _ 
gut aussehender Zellen 
Bernsteinséure . . 5,4 Millionen 11,7 Millionen 
gut aussehender Zellen 
Zitronensiiure . . 5000 13.200 








Bei dem langsamen Wachstum der Hefe in solchen Nihr- 
lésungen miissen zur Zeit der Probenahme fiir die Zahlung schon 
eine gewisse Anzahl Zellen tot gewesen sein, was nicht zu vermeiden 
ist. Immerhin konnte eine im Verhiltnis zur Zuckernihrung gar 
nicht so geringe Anzahl Hefezellen fiir die Volumeneinheit erzielt 
werden. 

Mit Leucin kommt man zu einer gréBeren Hefezahl als mit 
schwefelsaurem Ammoniak, wobei aber zu beriicksichtigen ist, dal 
die Hefe aus dem Leucin auch den Kohlenstoffbedarf entnommen 
haben kann, da sie, wie ich mich tiberzeugt habe, auch mit Leu- 
cin als gemeinsame Kohlen- und Stickstoffquelle zum Wachstum 
kommt. 

Die sich fiir meinen Zweck am besten eignenden Kohlenstoff- 
quellen waren Bernsteinsiiure und Apfelsiiure. 


1,5 Liter einer nach vorher beschriebenen Vorschrift herge- 
stellten Leucin-Bernsteinsiurelésung wurde mit Logos-Hefe be- 
impft und davon nach einem Monat 100 cem abdestilliert. 
50 ccm des Destillates gaben einer Titration von 1,75 cem des 
verwandten Permanganats entsprechend fiir 100 cem, d. h. der 
dem 1,5 Liter Lésung entsprechenden Menge 0,0050 g Amylal- 
kohol. Die Menge des gebildeten Amylalkohols scheint gering. 
Sie liegt aber innerhalb des Versuchsfehlers, wenn man beriick- 
sichtigt, daB die ausgeschiittelte Lisung gar keinen Alkohol ent- 
hielt, so daB dieser der Veresterung hatte anheim fallen kénnen. 

Biochemische Zeitschrift Band III. 18 
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1 Liter der nach demselben Rezept zusammengestellten Leu- 
cin-Apfelsiiurelésung wurde mit Logos-Hefe beimpft und dieser 
fiinf Monate Zeit zum Wachstum geboten. Bei der Destillation, 
bei der sich ein schwacher Amylestergeruch bemerkbar machte, 
wurden 50 ccm gesammelt. Bei der Titration wurden nur 0,8 cem 
der Permanganatlosung entsprechend 0,0003 g Amylalkohol ent- 
firbt. Dieses Resultat liegt ganz innerhalb der Versuchsfehler. 

Zieht man in Betracht, da die zum Hefewachstum ver- 
wandten Fliissigkeitsvolumina reichlich groB gewihlt worden waren, 
so kommt man zu dem Schlub, daB griBere Fuselélmengen 
hitten gefunden werden miissen, wenndurchden EiweiB- 
aufbau der ander Girung gehinderten Hefe eine U berfiih- 
rung der gebotenen Stickstoffquellein Amyalkohol statt- 
gefunden hitte. Lmmerhin deutet das auf Bernsteinsiiure erzielte 
Resultat wie der bei der Apfelsiiurekultur sich merkbar machende 
Geruch darauf hin, daf$ man den Versuchen, welche vor mehreren 
Monaten angestellt wurden, keine absolute Beweiskraft im nega- 
tiven Sinne zusprechen darf. Mdéglicherweise li®t sich hier mit 
einer anderen Kohlenstoffquelle noch ein positives Resultat der 
Uberfiihrung von Leucin in Amylalkohol durch wachsende, aber 
nicht giirende Hefe erzielen. 


Uber die Bildung von Fuselél bei Acetondauerhefegiirung. 


Nachdem einerseits gezeigt worden war, da8 durch Chloro- 
form abgetétete Hefe, in Abwesenheit von vergiirbarem Zucker, 
nicht imstande ist, durch iiberlebende Enzyme Leucin in Amyl- 
alkohol zu verwandeln und andererseits auch durch Wachstum 
von Hefe mit Leucin als Stickstoffquelle, unter Ausschlu8 der 
Giarung durch Verwendung einer nicht vergirbaren Kohlenstoff- 
quelle, keine faBbare Uberfiihrung der Aminosiiure in den Alkohol 
erreicht wurde, interessierte es zu erfahren, ob Zymase oder andere 
iiberlebende Enzyme bei gleichzeitiger Zuckergirung die Umwand- 
lung besorgen?. Zur Entscheidung der Frage wurde die Aceton- 
dauerhefegiirung verwandt. Theoretisch muf hier hervorgehoben 
werden, da die so abgetétete Hefe, trotzdem ihre Zymase und 
eine Reihe anderer ihrer Enzyme noch am Leben sind, keinen 
Stickstoffumsatz im Sinne des im zweiten Teil erlauterten Wechsel- 
spiels von Stickstoffaufnahme und -Abgabe wihrend der Girung 
mehr erleidet. Da, wie friiher hervorgehoben, die Umwand- 
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lung von Leucin in Amylalkohol an diesen Stickstoff- 
umsatz gebunden ist, so ist es nur natiirlich, daB bei der 
Acetondauerhefegarung keinesolche U berfiihrung zuer- 
reichen war. 

Das experimentelle Ergebnis der mit Acetondauerhefe in Ge- 
genwart von Leucin bei der Girung angestellten Versuche wurde 
schon friiher mitgeteilt,’) weil Buchner und Meisenheimer’®) 
mit einer Veréffentlichung hervortraten, in der sie bewiesen, daB 
bei der Vergiirung von Rohrzucker durch HefepreSsaft nur aéuBerst 
geringe Mengen Fuselél gebildet werden. Diese Herren stellen einen 
weiteren Versuch in Aussicht, bei welchem sie der zellfreien Gi- 
rung Leucin zusetzen wollen. Das Resultat wird wohl von dem 
mit Acetondauerhefe gewonnenen nicht abweichen. Auch geben 
schon Abderhalden und Schittenhelm®) an, daf durch Preb- 
saft eine Spaltung racemischer Aminosiuren in optisch aktive 
Komponenten nicht zu erreichen ist. 

Inzwischen hat noch F. Ehrlich*) meine Beobachtung iiber 
die Nichtiiberfiihrbarkeit von Leucinin Amylalkohol durch Aceton- 
dauerhefegiirung durch die Veréffentlichung von Resultaten be- 
stitigt, die er auf andere Weise wie ich schon friiher gewonnen 
hatte®). 


1) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 39, 3713. 1906. 

*) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 89, 3208. 1906. 

5) Ztschr. f. physiol. Chem. 49, 27. 1906. 

*) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 89, 4072. 1906. 

) Herr Ehrlich beschwert sich bei dieser Gelegenheit, da® ich 
seiner bereits friiher ausgefiihrten Versuche keine Erwihnung getan 
habe. Ich freue mich sein Vorrecht auf die friihere Anstellung der Ver- 
suche noch nachtriglich anerkennen zu kinnen, trotzdem er sie erst spiiter 
wie ich veréffentlicht hat. Denn die Bemerkung, auf welche sich Herrn 
Ehrlichs Beschwerde stiitzt, lautet wértlich folgendermaBen*): Bei der 
Einfachheit der chemischen Reaktion (naimlich der Fuselilbildung aus 
Aminosiuren), die in einer bloBen Wasseranlagerung besteht, liegt ja 
in Analogie thnlicher hydratisierender Fermentwirkungen die Annahme 
nahe, da8 auch bei der Vergirung von Leucin zu Amylalkohol ein oder 
mehrere Enzyme die Hauptrolle spielen. Versuche, die Existenz 
eines solchen mit Hilfe der Buchnerschen Acetondauerhefe 
zu beweisen, die ich im tibrigen noch nicht fiir abgeschlossen 
betrachten michte, verliefen zwar bisher resultatlos, usw.“ 
Wher die Art der Versuchsanstellung oder irgend welche niheren Resul 


Diese Ztschr. 2, 77. 1906. 
18° 
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Der Einfin§ des Siiuregrades und der Siureabstampfang auf die 
Menge des bei der Girung gebildeten Fuseldéls. 


Der Kinflu®B des Saiuregrades auf die bei der Garung gebildete 
Menge Fuselél ist besonders im Zusammenhang mit der Frage zu 
besprechen, ob die Anwesenheit von Mikroorganismen anderer Art 
die Fuselélbildung heraufsetzen kann, auch wenn letztere selbst 
keine héheren Alkohole bilden. Handelt es sich um séurebildende 
Bakterien, so kann erwogen werden, ob die Siure- oder andere 
Stoffwechselprodukte dieser die Lebenstatigkeit der Hefe hemmen 
und dadurch bei einer gréBeren Zahl absterbender Zellen mehr 
Eiweibspaltungsprodukte in die Girfliissigkeit kommen. 

Um diesen Fragen niher zutreten, muBte durch den Versuch 

entschieden werden, wie die Gegenwart von Saiure, wozu im An- 
: schluBan die Praxis 1 °/)ige Milchsiure verwandt wurde, der natiir- 
: liche Sauregrad der Wiirze zusammen mit den wahrend der Gairung 
gebildeten Saéuren oder eine Abstumpfung aller Siuren durch 
Gegenwart von kohlensaurem Kalk auf die Bildung von Fuselél 
durch Hefereinkultur wirkt. 

Im Zusammenhang mit den angestellten Betrachtungen sind 

ein paar Literaturangaben von Interesse. 

Alkalische Reaktion der Fliissigkeit schwicht nach Del- 
briick’) die Girung, welche in einer auch nur einigermaBen stark 
alkalischen Fliissigkeit iberhaupt nicht mehr eintritt. Lindet*) 

stellt andererseits fest, da® aus siurearmen Mosten bei der Girung 
mehr Fuselél gebildet wird als aus siurereichen. 

Aus diesen Angaben wire also der Schlu8 zu ziehen, daB 

Sauren, die Fuselélbildung nicht steigern, alkalische Reaktion der 
Girfliissigkeit oder auch dauernde Siureabstumpfung die Bildung 
von Fuselél heraufsetzt. 


Die folgenden Experimente beweisen die Richtigkeit dieser 
SchluBfolgerungen. Die Art der Versuchsanstellung ist aus der 
Tabelle XVIII zy entnehmen. Wie man aus den Resultaten er- 


tate ist hier also nichts angegeben, so da8 auch die Annahme Herrn 
Ebrlichs, ich hitte seinen, mir vor dem 29. Oktober 1906 zugesandten 
Separatabdruck nicht gelesen, gegenstandslos wird. 


) Mirker-Delbriick, Handbuch der Spiritusfabrikation 493. 
*) Compt. rend. 117, 122. 1893. 
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sieht, wurde durch die mit der Gegenwart von kohlensaurem Kalk 
verbundene Saureabstumpfung der Fuselélgehalt des gebildeten 
Alkohols heraufgesetzt. Mit 1°/) Milchsiiure entstand ein fusel- 
airmerer Alkohol als ohne den Zusatz einer Siure. Doch ist mit 
diesem Resultat zusammen zu beachten, daf diese Siuremenge 
doch starker hemmend auf die Girung oder wenigstens das Wachs- 
tum der minimal eingesiten Frohberg-Hefe gewirkt hiitte, als 
sich das erwarten lief, 


Tabelle XVIII. Einflu® des Saiuregrades und der 
Saiureabstumpfung. 


Bierwiirze beimpft mit Frohberg-Hefe. 





tie 250 cem */o Fuselil°/,Alkohol ) | 
Zasatz Linge 250 cem Destillat der ver- | der ver- 0 Fuselil 
| der g Fuselél |°/,Alkohol| gorenen | gorenen des 
von | Giarzeit |1n 50 ccm des De- | Fliissig- | Fliissig- Alkohols 
Destillat stillates keit keit 
Tage bestimmt = besechnct 
- | @ 0,0097 «6,86 | 00194 | 6,86 0,283 
Ca Co, 13 0,0108 6,10 0,0216 6,10 0,354 
| 
250 ccm 
aie 100 cem Destillat 
1 °/, Milch- Tet abs nancies 
siiure 17 0,0076 | 9,13 0,0061 3,65 0,167 








Aus den Beobachtungen iiber die Herabsetzung der Fuseldl- 
bildung durch Siuren darf noch nicht der SchluS8 gezogen werden, 
daB die Angaben, welche in der Praxis haufig gemacht wurden und 
welche dahin gehen, da8 bei unreiner Garung mehr Fuselél ent- 
steht als bei reiner, falsch sind. Denn selbst wenn sich in unrei- 
nen Garungen durch die gleichzeitige Entwicklung von z. B. Butter- 
siurebakterien, um die es sich der Resistenz ihrer Sporen wegen in 
solchen Fallen ja meist handeln wird, Saéuren entwickeln, so wir- 
ken diese nur neben dem sonstigen ungiinstigen Einflu8 solcher 
Bakterien auf die Hefe. Denn Delbriick sagt (a. a. O. 492): die 
Hefe scheint besonders zu leiden, wenn die Bakterien der Butter- 
sduregiérung anwesend sind, vielleicht weil diese geringe Mengen 
Stoffe ausscheiden, die der Analyse entgehen, aber von Einwirkung 
auf die Hefezelle sind. 
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Der Einflu§8 der Temperatur auf die Menge des gebildeten Fuselils. 


Aus der Beobachtung, da’ héhere Temperatur stirkeren Zer- 
fall des Hefeeiwei8 mit sich bringt (Mirker-Delbriick p. 545), 
weil es zu stirkerem Angriff des Hefeeiwei8 durch die Enzyme 
kommt (ebda. 619), lieB sich von vornherein schluBfolgernd, dab 
héhere Giirtemperatur auch stirkere Fuselélbildung zur Folge ha- 
ben wiirde. Die wenigen Angaben der Literatur, welche ich dariiber 
finden konnte, bestiitigen diese Annahme. Lebel") beobachtete, 
da®8 Bier, welches im sehr kiihlen Keller dargestellt wurde, nur 
sehr wenig Amylalkohol enthielt, und Chapman®) fand, daf 
bei der Biergiirung um so mehr Fuselél gebildet wird, je héher die 
Temperatur ist. 

Die in Tabelle XIX zusammengestellten Resultate stellen 
diese Beobachtungen auf eine neue experimentelle Grundlage. Sie 
wurden in engsten Anschlu8 an die Praxis zuerst mit einer in Be- 
trieb mit Hefe angestellten Brennereimaische unternommen und 
spiiter durch zwei andere ergiinzt, in der dieselben steril gemachten 
Maischen mit derselben aber zu diesem Zwecke von mir in Rein- 
kultur gewonnenen Hefe vergoren wurden. In beiden Fallen nahm 
die absolute Menge des gebildeten Fuseléls sowohl wie die auf Al- 
kohol bezogene Menge mit wachsender Temperatur zu. 

Die Quantitaét des nach der Girung vorgefundenen Alkohols 
wurde in der Nichtreinkulturgirung durch die Anwesenheit von 
Essigbakterien stark beeinfluBt, die bei héherer Temperatur zur 
stiirkeren Entfaltung und giirhemmenden Wirkung gelangen. Da 
auf ihre Anwesenheit die geringe Alkoholbildung zuriickzufiihren 
ist, geht klar daraus hervor, da® in der 35 Tage lang bei 25° C. 
gehaltenen Girung so gut wie aller Alkohol verzehrt worden war. 

In den mit Reinkultur angestellten Garungen wurde bei der 
héheren Temperatur der Hefe in einer zweitigigen Periode erst 
gute Entwicklungsgelegenheit bei 23° geboten, ehe sie die Ver- 
girung des Zuckers bei héherer Temperatur zu vollziehen gezwungen 
wurde. Hier wurde nun bei héherer Temperatur nach Ausschal- 
tung aller Nebenwirkungen durch die Reinkultur nicht nur mehr 
Fusel6l, sondern auch mehr Alkohol erhalten. 


*) Bull. de la Soc. chim. de Paris 2, 98. 1882. 
*) Journal of the Federated Institutes of Brewing 8, 240. 1897. 
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Tabelle XIX. Einflu8 der Temperatur. 
Maische aus der Weender Brennerei, 
dort mit Hefe angestellt. 





a 2a 250 ecm °/, Fuselél!9/,Alkohol, 
Giir- Linge | 150 cem Destillat der ver- | der ver- */. Fuselil 
tempe- | der Fuselél in|°/,Alkohol] gorenen | gorenen des 


ratur Girzeit | 50 ccm | des De- Fliissig- | Fliissig- | Alkohols 
| Destillat | stillates keit keit | 
| 





*C. ( Tage | bestimmt berechnet 
Kellertemp.. 5 =| -0,0139 6,66 0,0167 4,00 0,417 
25 5 | 00172 | 5,08 00,0206 3,05 | 0,675 
38 5 =| +0,0178 4,13 0,0214 2.48 0,863 
25 35 | 0,0133 0,11 — - — 





Dieselbe Maische steril mit Brennereihefereinkultur beimpft. 


: — 
0,890 





1 | 10 | 00291 | 6,53 0,0349 | 3,92 
= ; ‘| 0,034 8,51 0,0412 | 5,11 0,802 


Summiert man die Resultate, sokommt man zudemSchluB, 
da8 bei héherer Temperatur der Girung mehr Fuseld6! 
als bei niederer gebildet wird. 

Wichtig ist noch darauf hinzudeuten, da® der Prozentgehalt 
des Alkohols an Fuselél bei der Nichtreinkulturgirung den der 
Reinkulturgirung nicht tibertraf, so daB noch besonders gezeigt 
wurde, wie wenig man die Windischen Resultate, welche im hi- 
storischen Teil angegeben wurden, verallgemeinern darf. In seinem 
Fall war eben die héhere Fuselélbildung bei der spontanen Ver- 
garung auf eine Lebensschwichung der verwandten Hefe durch 
die gleichzeitige Entwicklung von Fremdorganismen zuriickzu- 
fiihren. 


Der Einfluf der Zuckerkonzentration auf die Menge des gebildeten 
Fuseléls. 


Uber den Einflu8 der Zuckerkonzentration auf die Bildung 
von Fuselél finden sich keine Angaben in der Literatur. Es ist 
dies auch nicht zu verwundern, denn er ist nur ein wenig ausge- 
pragter. 

Zur experimentellen Priifung wurde der Alkoho] aus den vier 
GirgefaiBen, die im Anhang zur Untersuchung des Giirverlaufs mit 
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verschiedener Zuckerkonzentration benutzt worden waren, zu einer 
Zeit abdestilliert, als der Gewichtsverlust der drei mit Zucker ver- 
setzten Flaschen dem der volligen Vergiirung bei der reinen Wiirze 
gleichgekommen war. Auf diese Weise wurde in allen Fiillen die- 
selbe Alkoholkonzentration, auf die die Fuselélkonzentration be- 
zogen werden sollte, erzielt. Sie war etwa 7,2 bis 7,5°/o. 

Die in der Tabelle XX vereinten Resultate zeigen, daB die 
Menge des gebildeten Fuseléls in der reinen Wiirze am héchsten 
war, daf also der Zuckerzusatz mit einer Beschleunigung des Giir- 
verlaufes, wie im Anhang angegeben, auch eine Verminderung der 
Fuselélbildung zur Folge hatte. Aber auch hier ist der Einflub 
kein ausgeprigter. — Darf man den Analysenzahlen bis in das 
Bereich ihrer Fehlergrenze hinein trauen, wie man durch den lo- 
gischen Zusammenhang zwischen erhéhter Zuckerkonzentration 
und Erschwerung des Hefelebens von der optimalen bei 25°» 
Zucker an verlockt wird, so findet man von dieser nach aufwarts 
wieder eine Zunahme an gebildetem Fusel6é] mit wachsender Kon- 
zentration des Zuckers. Sie ist jedoch sehr gering. 


Tabelle XX. Verschiedene Zuckerkonzentration. 
Wiirze mit Zuckerzusatz. 
Mit Logos-Hefe beimpft. 





| 
| 


| 
| 








3 5, 8 . & | 150 ccm Destillat 3 a2 Ls a2 =s 

Li d a Zins Sse . z Semis ae oes 

ange der (See BSs £ g Fuselél \°/,Alkohol]/= ee & ,b0| © 2a 

Girzeit ge ARE in 50 ccm! des De- | 3 50.2 |=4 fo & i) 

° ° — = on 1. @ 

| woke a = | Destillat stillates no SP ~3 
‘Tage _| bestimmt jabgewogen ‘as bestimmt x. : berechnet 

22 | 33 | oo | 0,0204 | 12,42 0,0245 7,45 0,38 

9 Tage mit | 25 0,0158 12,27 0,0190) 7,36 | 0,26 
stirkster 
Angirung | | | 

6 | 50 0,0169 | 12,50 | 0,0203) 7,50 | 0,27 

6 ; 75 0,0179 | 12,03 |0,0215 7,22 | 0,29 











Wie schon zuerst gesagt, ist der Einflu6 der Zuckerkon- 
zentration auf die Fuselélbildung — wenigstens in meinen 
Versuchen — kein ausgepragter. 
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Der Einflu6B verschiedener Hefearten auf die Menge 
des gebildeten Fuseldéls. 


Aus der Abweichung der Lebenstiitigkeit verschiedener Hefe- 
arten voneinander lief sich von vornherein annehmen, daf auch 
die Fuselélbildung durch sie mannigfaltig beeinfluBt wird. Man 
kann deshalb nicht davon sprechen, daf eine Hefeart mehr Fusel6l 
als eine andere bildet, sondern man mu das immer auf bestimmte 
Lebensbedingung einer Hefe beziehen. So bildet z. B. Frohberg 
Hefe mit Pepton als Stickstoffquelle unter sonst gleichen Be- 
dingungen weniger Fuselél als Logos-Hefe, wiihrend sich auf Bier- 
wirze das Verhiiltnis umkehrt. Ebenso entsteht mit Asparagin und 
schwefelsaurem Ammoniak als Stickstoffnahrung durch Weinhefe 
mehr Fuselél als durch Logos-Hefe, auf Wiirze dagegen durch 
Logos-Hefe mehr als durch Weinhefe. Auf derselben Wirze 
ordnen sich die Hefen beisonst ganz gleichen Bedingun 
gen in der Intensitat ihrer Fuselélbildung wie Saaz., 
Wein-, Logos- und Frohberg-Hefe an. Der EinfluB ver- 
schiedener Hefe auf die Menge des gebildeten Fuseléls kann ein 
ziemlich bedeutender sein. Frohberg-Hefe bildete fast doppelt 
soviel Fuselél als Saaz-Hefe. Da er noch von so verschiedenen 
anderen Ursachen, wie Temperatur, Lange der Girzeit und be- 
sonders der urspriinglichen Zusammensetzung der Naihrlésung ab- 
hangig ist, zweifle ich, ob im praktischen Betriebe die Auswahl 
einer Hefesorte durch die Menge Fuselél, welche sie unter den 
Normalverhialtnissen bildet, beeinflu8t werden soll. Jedenfalls 
darf keine Hefe als besonders wenig Fuselél bildend angepriesen 
werden. Das muf fiir jeden einzelnen Fall und besonders mit 
Verwendung der Betriebsmaische nachgepriift werden. Mehr 
laBt sich aus den von mir gewonnenen Resultaten nicht schluli- 
folgern. Es muff deshalb einer mehr auf praktische Resultate 
gerichteten Arbeit iiberlassen bleiben hier eingehende Ermittelungen 
anzustellen. Ich selbst werde mich diesem Thema nicht zuwenden. 

Die mit Pepton, Asparagin und sehwefelsaurem Ammoniak 
gewonnenen Resultate stiitzen sich auf die Analysen, welche sich 
in dem Teil der Arbeit finden, der speziell von der Bildung des 
Fuseléls auf diesen Stickstoffquellen handelt. Die Resultate mit 
Frohberg- und Logos-Hefe auf Wiirze wurden im Abschnitt 
, Einflu8 der Gardauer auf die Menge des gebildeten Fuseléls“ unter 
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sonst gleichen Garbedingungen gewonnen und durch neue Analysen 
bestiitigt wie durch Girungen mit Saaz- und Weinhefe ergiinzt, 
welche sich in der Tabelle XXI finden. 


Tabelle XXI. Eintlu& verschiedener Hefearten. 








a 250 cem °/, Fuselél| (9) Alkoholl a 
‘ied ane Linge | 100 cem Destillat | der ver- | der ver- |/o Fuselél 
Hefe | der = ¢ Fuselil */, Alkohol gorenen | gorenen des 
| Giirzeit ‘in 50 ccm) des De- | Fliissig- F oe | | Alkohols 
| Destillat  stillates _keit kei 
- ni : be -stimmt 7 _ ” berechnet 
Saaz- H. 8 0 ,0090 11,65 0,0072 4,66 0,155 
Wein-H. 7 0,0098 =11,42 + | 0,0078 4,57 0,171 
Logos-H. 7 0,0176 1647 | 0,0141 6,59 0,214 
250 ccm Destillat 
Frohberg-H 7 0,0097 | 6,86 0,0194 6,86 0,283 





Die Resultate sind jedoch wegen der geringen Werte, welche 
fiir Fuselél gefunden wurden, mit einiger Vorsicht aufzunehmen. 
Die Ubereinstimmung zwischen den friiheren Resultaten (Tabelle 
XIID) und den neuen (Tabelle XXI) ist folgende: Fiir Frohberg- 
Hefe °/o Fuselél des gebildeten Alkohols 0,28 °/p 2u6,86°/9 Alkohol 
und 0,281°/9 zu 6,86°/o Alkohol. Fiir Logos-Hefe 0,19°/o zu 
5,60°/9 Alkohol und 0,22°/9 zu 6,59°/o Alkohol. Die Genauigkeit 
der Resultate reicht fiir die Schliisse, die ich aus ihnen gezogen 
habe, aber nur fiir diese, aus. — 


Der Einfluf der kiinstlichen Stickstoffvermehrung ciner Maische 
auf die Menge des gebildeten Fuseléls. 


Nachdem durch so viele Resultate der Beweis gefiihrt war, 
daB der Stickstoffgehalt einer Girfliissigkeit auf die Menge des 
gebildeten Fuseléls von EinfluB ist, schien es ratsam, diese Beob- 
achtung fiir einen Versuch auszunutzen, der der Praxis dienen 
kénnte. Besonders der Befund, da8 sich bei geringem Stickstoff- 
gehalt die wihrend der Girung gebildete Fuselélmenge im Ver- 
gleich zu der bei héherer Stickstoffgabe steigern kann, lieB die 
Frage einer experimentellen Priifung benétigen, ob durch die 
kiinstliche Vermehrung des Stickstoffgehaltes einer Maische ein 
Riickgang im Fuselélgehalt des gebildeten Alkohols zu erzielen 


Se | 
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sei? Zu dieser Priifung wurde absichtlich die billigste Stickstoff- 
quelle fiir Hefe, welche uns die chemische Technik liefert, nam- 
lich das schwefelsaure Ammoniak verwandt, weil die Verwend- 
barkeit einer Methode, mit deren Hilfe die Fuselélbildung bei der 
Garung zugunsten der bequemeren Reinigung des Alkohols durch 
Zusatz einer stickstoffhaltigen Substanz zur Maische herabgesetzt 
werden soll, vom Preise des Materials abhingig sein muB. 

Fiir die Versuche wurde eine von der Weender Brennerei und 
PreBbhefefabrik giitigst zur Verfiigung gestellte Maische und eine 
Reinkultur der dort benutzten Hefe, die selbst herangezogen wurde, 
im méglichsten Anschlu8 an die Praxis verwandt, Der Zusatz 
von schwefelsaurem Ammoniak geschah in zwei Konzentrationen. 
Durch die niedrigere von 0,189 g (NH,).SO, sollte der in der 
Maische schon vorhandene Stickstoff optimal fiir niedrige Fusel- 
6lbildung eingestellt werden, weil diese Konzentration allein nach 
Tabelle X schon unter der optimalen fiir diesen Zweck liegt. Durch 
die héhere von 3,026 g (NH,).SO, war meiner Erwartung nach 
wieder die Bildung von mehr Fuselél (wie in Tabelle X) zu errei- 
chen, da durch so hohe Stickstoffgabe in der Nihrfliissigkeit die 
Fuselélbildung wenigstens in Gegenwart nur einer Stickstoffquelle 
immer heraufgesetzt wird. 

Wie die in Tabelle XXII zusammengestellten Resultate zeigen, 
wurde die allgemeine Annahme, daB sich durch Zusatz 
assimilierbaren Stickstoffs die Fuselélbildung bei der 
Vergirung einer nattirlichen Maische herabdriicken 
laGBt, vollauf bestaitigt. Dagegen war der weitere SchluB iiber 
die Steigerung des Fuselélgehaltes durch zu grofen Zusatz von 
Stickstoff zur Nahrlésung nicht gerechtfertigt. Selbst bei einer 
Gabe von 3,026 g (NHy)2SOq pro 250 ccm Maische wurde noch 
eine weitere Fuselélverminderung gegeniiber der bei geringerer 
Stickstoffvermehrung erzielt. Die Erklirung dieses Resultates 
mu in der Annahme gefunden werden, daB8 die Hefe in der 
Weender Maische nicht zu wenig Stickstoff dagegen aber viel 
Fuselél gebende Aminosiuren fand — wie durch die hohe Fusel- 
élbildung aus der reinen Maische wahrscheinlich wird —, und daB 
durch den Zusatz von schwefelsaurem Ammoniak eine Schiitzung 
der Aminosiuren eintrat. Experimentell war diese Schiitzung der 
Aminosiiuren vorher ja belegt worden. 
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Tabelle XXII. Roggenmalzwiirze aus der Weender 
Brennerei mit Zusatz von schwefelsaurem Ammoniak. 


Mit Brennerei-Hefe vergoren. 








| 


—_—— = a 
es Os = =} 150 cem Destillat 3 sig ae} 3 e 
Ss ™M/ s2ZS2 sgesel _ ‘ Bawls ae 3S 
SES  ecseob gx] |g Fuselil %/,Alkohol] = 205 2’) 54 
aes | Smo 2.20 I. Ssszicoe! Se 
B38 | Sab Sais jin 50cem) des De- | 5 8022/4 toe) os 
g4ao [86 _F |"a UF BSS S55|\ wx 
ra : | wom to & Destillat | stillates 52> fe 52° fx is? 
°C. | abgewogen berechnet bestimmt berechnet 
0,0 0,0 0,0291 6,53 | 0,0349 3,92 | 0,890 
- | 
15 0,189 0,0401 0,0179 7,53 10,0215) 4,52 | 0,475 
3,026 | 0,642 | 0,0147 7,53 |0,0176| 4,52 | 0,389 








Der Moglichkeit, die Fuselélbildung durch den Zu- 
satz von schwefelsaurem Ammon zur Maische herabzu- 
setzen, méchte ich eine gewisse praktische Bedeutung 
zusprechen, zumal die Alkoholbildung durch die Ver- 
mehrung des Stickstoffgehalts der Naihrlésung nicht 
unwesentlich gesteigert wurde. Natiirlich mii®ten die an 
der einen natiirlichen Maische gewonnenen Beobachtungen durch 
die Verwendung zahlreicher von verschiedener Herkunft verallge- 
meinert werden, was ich mit Verwertung meiner Versuchsan- 
stellung dem Interesse fiir das Wohl der Praxis arbeitender Ex- 
perimentatoren empfehle. 


Die Bildung von Fuselél bei der alkoholischen Girung durch 
Schimmel pilze. 

Eine reichliche Vergirung von Zuckerlésungen laBt sich auBer 
durch Hefe noch durch Schimmelpilze erreichen. NaturgemaB hat 
die Frage ein gewisses Interesse, ob der durch solche Pilze gebildete 
Alkohol auch Fuselél enthalt und ob sein Fuselélgehalt etwa dem 
durch Hefe gebildeten Alkohol entspricht? 

Zur Priifung dieser Frage wurde eine von Herrn Prof. C. Weh- 
mer iibersandte Kultur von Mucor racemosus verwandt'). Die 
unter Watteverschlu8 vor sich gehende Entwicklung und Girung 
verlief genau wie von Wehmer®) angegeben. Die Tabelle XXIII 
enthalt die Resultate. 


?) Auch an dieser Stelle michte ich Herrn Prof. Wehmer meinen 


Dank aussprechen. 
*) Centralbl. f. Bakt. (Abt. IT) 14, 561. 1905. 
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Tabelle XXIII. Wiirze. 


Mit Mucor racemosus vergoren. 





150 cem Destillat |°/, Fuselil,°/, Alkohol 
der ver- der ver- |/o Fuselil 
g Fuselél °/,Alkohol i 
em iy y mags gorenen —gorenen des 
Girzeit |in 50 ccm es e- Fliissig- | Fliissig- Alkohols 
Destillat  stillates keit keit 
bestimmt berechnet 
| ° | 
500 com —— 0,0144 7,12 | 0,0086 214 0,40 
Wiirze. 
i) . 
20° C. re 0,0158 | 6,59 0,0095 198 | 047 











In Ubereinstimmung mit Wehmer (a. a. 0. 567) wurde die 
Alkoholgrenze des Pilzes, allerdings bei begrenzter Girzeit, auf 
Wiirze zu etwa 2 Gewichts-Prozent gefunden. Auch Mucor race- 
mosus bildet bei der Alkoholgirung Fuselél. Der Pro- 
zentgehalt des auf Wiirze gebildeten Alkoholsan Fuselél 
liegt héher (vergl. Tabelle XXI) als der durch verschiedene 
Hefesorten gebildete. 


Ubersicht der Ergebnisse des dritten Teils. 


Die Methode von E. Beckmann gibt bei einiger Ubung 
verlaBliche Resultate fiir die quantitative Bestimmung des Fuseldls. 
Sie diirfte fiir alle wissenschaftlichen Zwecke und fiir alle Fuselél- 
bestimmungen, bei denen es auf die Sicherheit der Ergebnisse an- 
kommt, die Résesche Methode zu ersetzen geeignet sein. 


Der Einflu8 der Stickstoffernahrung auf die Menge des durch 
die Hefe wihrend der Girung gebildeten Fuseléls muf in zwei 
Betrachtungsweisen gesondert werden. Es handelt sich dabei 
erstens um die Uberfiihrung von fertig gebildeter Aminosiiure und 
zweitens, mit anderen Stickstoffquellen, um die Umwandlung der 
wahrend der Géirung aus der Hefe austretenden Aminosiuren in 
Fuselél. In der Mitte zwischen diesen beiden Méglichkeiten liegt 
der Fall, daB der Hefe von vornherein neben Aminosiiuren, die 
Fuselél geben kénnen, andere Stickstoffquellen geboten wurden. 

Ist Leucin die einzige Stickstoffquelle fiir aus minimaler Ein- 
saat herauswachsende Hefe, so nimmt mit steigendem Leucin- 











~ 
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gehalt der Lésung die Menge des im Giirprodukt sich vorfindenden 
Amylalkohols zu. Sie erreicht aber ein Maximum, das mit Logos- 
Hefe bei 0,38 g Leucin pro 250 ecm Nahrlésung oder bei einem 
Prozentgehalt von 0,152°/9 Leucin oder 0,0160°/, Stickstoff gefun- 
den wurde. Hier herrscht die erste Analogie mit den im zweiten 
Teil gewonnenen Resultaten itiber den Stickstoffumsatz wachsender 
Hefe wiihrend der Garung, der mit steigender Stickstoffgabe eben- 
falls bis zu einem gewissen Maximum zunahm. 

Wird nun statt minimaler Aussaat stickstoffarme PreBhetfe 
in groBer Menge, die Wachstum ausschlo6, verwandt, dann steigert 
sich die Fuselélbildung bei gleicher Leucinkonzentration der Lésung 
gegeniiber der bei minimaler Aussaat gewonnenen. Hier findet sich 
die zweite Analogie zwischen Fulselélbildung aus fertig gebildeter 
Aminosiiure und dem Stickstoffumsatz wihrend der Garung, da 
sich beide durch Anwendung stickstoffarmer Hefe verstaérken. In 
einem Versuche wurde gefunden, da8 stickstoffreiche Hefe in groBer 
Aussaat diese Steigerung der Fuselélbildung nicht zeigt, da sie 
weniger zum Stickstoffumsatz neigt. 

Die dritte Analogie findet sich in der Tatsache, da8 sowohl 
die Fuselélbildung aus urspriinglich vorhandener Aminosiure wie 
der Stickstoffumsatz wihrend der Girung im ersten Stadium, dem 
der reichlichen Hefevermehrung, am gréBten ist. 

Es besteht also ein jetzt gut erwiesener Zusammen- 
hang zwischen dem Stickstoffumsatz wihrend der Gi- 
rung, der mit einer Stickstoffaufnahme aus der Gir- 
fliissigkeit durch wachsende oder auch nicht wachsende 
Hefe, verbunden ist, und der Uberfiihrung von Amino- 
siure in héheren Alkohol’). 

Berechnet man aus der Menge des gebildeten Fuseléls die 
Menge des verbrauchten Leucins, so stellt sich heraus, daf nicht 
nur die natiirliche optische Antipode, sondern die ganze Leucin- 
menge bei geringer Leucinkonzentration angegriffen werden kann. 
Die Tatsache, daB mehr als die theoretisch der Leucingabe ent- 
sprechende Menge Fuselél] am Ende der Girung bei sehr geringer 
Leucinkonzentration der Nihrlésung erscheint, findet ihre Er- 


*) Wenn man den Wunsch hat die Konstatierung dieser Tatsache 
theoretisch zu verallgemeinern, so kann man, wie das Ehrlich tut, von 
der Uberfiihrung von Leucin in Amylalkohol durch — uns noch unbe- 
kannte — aufbauende Enzyme sprechen. 
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klirung in der wiederholten Ausnutzung der wihrend der 
Gairung aus der Hefe austretenden stickstoffhaltigen 
Produkte, die zum groBen Teil — oder auch ganz — 
Aminosaéuren sein miissen. 

Diese wichtige Erscheinung méchte ich zu der durch den 
Umtrieb und Umsatz erméglichten tunlichsten Ausnutzung un- 
zureichender Stickstoffmengen durch héhere Pflanzen in Vergleich 
setzen '). Ebenso wie eine Pflanze trotz des Stickstoffhungers noch 
einige Zeit langsam fortwachsen und neue Blatter, Sprosse usw. 
produzieren kann, indem die jiingeren Organe den absterbenden 
alteren Organen einen Teil des Stickstoffs entreifen, wachsen neue 
Hefezellen in der Nahrlésung mit Ausnutzung des Stickstoffs, den 
die alteren Hefezellen in die Lésung entlassen. 

Diese Erscheinung muf auch eine Erklarung dafiir sein, dals 
bei aminosiurefreier Ernihrung der Hefe bei geringer Stickstoff 
gabe unter einer gewissen Grenze mehr Fuselél gebildet wird als 
bei héherer, wie das beim Pepton, Asparagin und schwefelsaurem 
Ammoniak der Fall war. Fiir diese — und gewif ahnliche Stick- 
stoffquellen — gibt es ein Optimum fiir die Bildung der geringsten 
Fuselmenge, von dem auch nach oben wie nach unten die Fusel- 
Olbildung ansteigt. Bei steigender Stickstoffgabe von diesem 
Optimum an wird das durch gesteigerten Stickstoffumsatz, bei 
sinkender durch die wiederholte Ausnutzung derselben Stickstoff- 
menge, die mit einer Ausscheidung von Aminosiiuren durch die 
Hefe in die Nihrlésung verbunden sein mul, veranlafst. 

Erklirlicher Weise wird durch die Anwesenheit einer in Fu- 
selél iiberfiihrbaren Aminosaure in allen Fallen, auch bei Gegen- 
wart einer anderen Stickstoffquelle, die Bildung des Fuseldls ge- 
geniiber der auf Aminosiiure-freier Nahrlisung heraufgesetzt, ande- 
rerseits aber auch durch das Vorhandensein anderer Stickstoff- 
quellen bei Gegenwart von solchen Aminosiuren die Fuselélbildung 
vermindert. Die Beobachtungen stehen zu dem Vorhergesagten 
in vollig logischem Zusammenhang, weil durch die Anwesenheit 
einer anderen Stickstoffquelle eine Schiitzung der Aminosiure 
einsetzt. 

Aus dem Vorhergehenden erkliirt sich auch, da8 durch Zu- 
satz von assimilierbarem Stickstoff in Form von schwefelsaurem 


') Pfeffer, Pflanzenphysiologie, 2. Aufl. 1, 381. 
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Ammoniak zu einer natiirlichen Maische die Fuselélbildung in ‘ 
dieser herabgesetzt wurde, was durch die Billigkeit der verwandten 
Stickstoffquelle fiir die Praxis von Wichtigkeit werden kann. — 

Die Beantwortung der Frage nach der Bildung eines Stoff- 
wechselproduktes der Hefe in verschiedenen Stadien der alkoho- 
lischen Girung — also auch der von Glyzerin und Bernstein- 
siure — darf nicht abstrakt sondern nur in Beziehung zu be- 
stimmter Nihrlésungzusammensetzung gegeben werden’). Ist 
die Verbindung, aus der sich das Nebenprodukt bildet — die fiir 
Glyzerin und Bernsteinsiure noch unbekannt ist — urspriinglich 
in der Nahrlésung enthalten, so wird auch die erste Gir- und 
Wachstumsperiode der Hefe die der intensivsten Stoffwechselpro- 
duktbildung sein. So war es bei der Bildung von Fuselél aus 
Aminosiure. Wird dagegen die Verbindung, aus der die Stoff- 
wechselprodukte entstehen erst durch die Lebenstitigkeitder Hefe 
in die Nahrlésung entlassen, dann hangt das zeitliche Erscheinen 
dieser Produkte von der Zeitperiode ab, zu der die Stoffwechsel- 
produkte gebende Verbindung in die Nihrlésung kommt. Diese 
Angabe wird gestiitzt durch die Beobachtung des innigen Zusam- 
menhanges von Fuselélbildung und Stickstoffumsatz wiahrend der 
Girung. 

In keinem Falle trat eine Verstiirkung der Fuselélbildung 
gegen das Ende der Alkoholgiirung hin auf, wie die Lésung auch 
immer zusammengesetzt war. Bei Bierwiirze blieb das Verhilt- 
nis Fuselél zu Alkohol zu verschiedenen Giarstadien ziemlich 
dasselbe. — 

Benutzt man nun die Beobachtung, daf die Umwandlung | 
von Leucin in Amylalkohol im ersten Girstadium am intensiv- 
sten ist, so konnte man aus ihr den Schlu@ ziehen, daB auber 
durch reichliche Leucingabe auch durch die Anwendung geringer 
Zuckerkonzentration, welche die Alkoholbildung beschrinken mu, 
auch der Amylalkoholgehalt des so gebildeten Athylalkohols her- 





*) So fand Effront (Comptes rendus 119, 169. 1894) die Glycerin- 
und Bernsteinsiiurebildung, ebenso wie Mach und Portele (Landwirt- 
schaftliche Versuchsstation 16, 470. 1892) die Glycerinbildung am Anfang 
der Giirung geringer als am Ende. Kayser und Dienert (Bull. de 
Vassoc. des Chimistes 19, 353. 1901) dagegen die Bernsteinséurebildung 
und Laborde (Comptes rendus 129, 344. 1899) die Glycerinbildung zuerst 
ansteigend und dann wieder abfallend. 
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aufzusetzen sei. Diesem Gedankengang folgende Experimente 
fiihrten zu der Erzielung eines 7°/9 Amylalkohol enthaltenen 
Athylalkohols durch die alkoholische Girung. -- 


Der bei der Selbstverdauung der Hefe gebildete Alkohol war 
ziemlich fuselélreich, wie das infolge der Anwesenheit von reich- 
lich Aminosaure-HefeeiweiBabbauprodukten bei gleichzeitigem Vor 
handensein von wenig vergiirbaren Kohlehydraten nach dem 
Vorhergesagten nur natiirlich war. Dagegen lieB sich durch Ver- 
wendung von HefeeiweiBverdauungsprodukten als Stickstoffquelle 
fiir Hefe keine Steigerung in der Fuselélbildung im Vergleich zu 
der bei gewOhnlicher Wiirze erreichten hervorrufen. 


Durch in abgetéteter Hefe vorhandenen Hefeabbauenzyme 
wird Leucin nicht in Amylalkohol iibergefiihrt. Ebensowenig 
fand diese Umwandlung durch in Abwesenheit von Zucker auf 
einer andern Kohlenstoffquelle wachsende Hefe statt, so daB der 
Vorgang nicht an den Aufbau des HefeeiweiB allein, sondern auch 
an die Zuckergiirung gebunden zu sein scheint. Aber auch die 
Zuckervergirung durch abgetétete Acetondauerhefe vermag wiih- 
rend der Giirung die Bildung von Amylalkohol aus Leucin nicht 
zu besorgen. 


Betrachten wir nun nochden Einflu8 einiger anderer iuBerer 
Verhiiltnisse auf die Fuselélbildung. Ein geringer Siiuregehalt der 
Nihrlésung hemmt die Fuselélbildung, die durch dauernde Siiure- 
abstumpfung kriiftig gesteigert wird. Hohe Temperatur wihrend 
der Girung vermehrt, niedere vermindert die Bildung von Fusel- 
6l. Der Einflu8 der Zuckerkonzentration war in meinen Ver- 
suchen auf sie kein ausgepriigter. 


Auch bei der Zuckervergiirung durch Mucor racemosus bildete 
sich Fuselél auf Wiirze und zwar mehr als bei der Hefegiirung. 


Vergleich verschiedener Einfliisse auf die Bildung von Neben- 
produkten (Fuselél, Glyzerin, Bernsteinsiure) bei der alkoholischen 
Girung. 

Meine Erérterungen werden ergeben, daB man von jetzt an 
gut daran tun wird von den friiher Nebenprodukte der alkoholi- 
schen Girung genannten Substanzen, Fuselél, Glyzerin und Bern- 
steinsiiure, als Stoffwechselprodukte der Hefe zu sprechen. 
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Nebenprodukte der alkoholischen Giirung diirften nur Kérper ge- 
nannt werden, die bei der Zuckerspaltung mit entstehen wiirden. 

Wie ich in folgendem zeigen werde, herrscht eine weitgehen- 
de Ubereinstimmung zwischen den Einfliissen, welche verschiedene 
Faktoren auf die Bildung der drei Stoffwechselprodukte der alko- 
holischen Girung hervorrufen. Diese Ubereinstimmung ist fir 
Fuselél und Glyzerin eine auf alle erforschten Faktoren ausdehn- 
bare, wiihrend sie zwischen Fuselél- und Bernsteinsiurebildung 
nicht so ausgepriigt ist. 

Zuerst diskutiere ich deshalb den Vergleich zwischen der 
Bildung von Fuselél und Glyzerin. Die fiir Fuselé] angegebenen 
Resultate entstammen vorstehender Arbeit, die fiir Glyzerin meist 
der Zusammenstellung in Lafar, Handbuch der Technischen 
Mykologie IV. 

,Alte Hefe* bildet mehr Fuselél sowie nach Pasteur’) und 
Mach und Portele*) mehr Glyzerin als frische, auch die An- 
gaben Effronts®*) lauten fiir das Glyzerin ihnlich. 

Die Bildung von Fuselél wie die von Glyzerin, nach Miiller- 
Thurgau‘), hingt von der gréBeren oder geringeren Lebensenergie 
der Hefe ab. Beide Produkte sind Stoffwechselerzeugnisse der 
Hefe (fiir Glyzerin nach Miiller-Thurgau). Die Fuselélbildung 
steigert sich mit wachsender Stickstoffkonzentration der Nahrlé- 
sung. Ebenso erfihrt die Glyzerinbildung durch reichliche Er- 
nihrung der Hefe, besonders durch solche mit stickstoffhaltigen 
Substanzen eine Vermehrung (Thylmann und Hilger®), Ku- 
lisch®)). — Bei hoher Temperatur bildet sich mehr Fuselél als 
bei niedriger. Dasselbe wurde von Thylmann und Hilger’®) 
und Laborde’) fiir das Glyzerin beobachtet. —- Hohe Zucker- 
konzentration hat einen gewissen Einflu8 auf die Fuselélbildung; 
durch sie steigert sich auch die Glyzerinbildung (Laborde’)). — 
Ein geringer Siuregehalt der Girfliissigkeit unterdriickt teilweise 
die Fuselélbildung. Nach Barth") wird durch einen bestimmten 


‘) Nach Czapek, Biochemie der Pflanzen 1, 253. 

®) Versuchsstat. 41, 233, zitiert nach Czapek. 

*) Comptes rendus 119, 92. 1894. 

*) Nach Angabe von Moritz Chem.-Ztg. 10, 322. 1886. 
5) Arch. f. Hyg. 8, 451. 1888. 

°) Ztschr. f. angew. Chem. 1896, 418. 

) Weinlaube 17, 97. 1885. 
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Gehalt an Essigsiure und nach Weigert') durch Salicylsiure 
auch die Glyzerinbildung vermindert. Bei der Vergiirung durch 
Reinkultur tritt infolge giinstigerer Lebenstitigkeit der Hefe weni- 
ger Fuselél auf. Wortmann®*) macht ebensolche Angaben fiir 
Glyzerin bei Weinhefen und Borgmann®*) wie Amthor*) bei 
Bierhefen. — Bei der Selbstvergiirung der Hefe bildet sich Fusel 
él und Glyzerin (Boussingault®)). Die Nebenprodukte Fuselél 
(Buchner und Meisenheimer®)) wie Glyzerin und Bernstein- 
siure (Buchner und Rapp)’) treten bei zellfreier Girung in 
minderem Mafe auf als bei der Giirung mittels Hefe. 

Die Bernsteinsiurebildung wird weniger durch die Umstande 
der Girung als die von Fuselél und Glyzerin beeinfiludt. Alte 
Hefe gibt auch mehr Bernsteinsiiure als frische (Pasteur, Mach 
und Portelle a. a.0O.). Hohe Temperatur vermehrt die Bernstein- 
siurebildung nach Rau*). Dagegen vermindert sie sich bei niede- 
rer Temperatur, d. h. niederer als normal nicht. Auch hat nach 
ihm die Hefeernihrung keinen Einflu8 auf die Menge der gebil- 
deten Bernsteinsiure. 


Durch die grofe Ubereinstimmung im Einflu8 verschiedener 
Faktoren auf die Bildung von Fuselé] und Glyzerin wird man ver- 
lockt, den Kérper, aus dem sich das Glyzerin wihrend der Girung 
bildet, ebenso wie die Fusel6él gebenden Aminoséuren unter den 
Produkten zu suchen, die die Hefe wihrend der Girung in die 
Niahrliésung entliSt. Folgt man diesem Fingerzeig, so wird man 
am ehesten zum Ziele kommen und imstande sein, diese Annahme 
auf experimentelle Grundlage zu stellen. Bis jetzt sind alle Theo- 
rien itiber die Quelle des Glycerins bei der Girung’) noch ebenso 
unbefriedigend wie es die tiber die Fuselélbildung vor der Ehr- 
lichschen Beobachtung waren. In bezug auf die Bernsteinsiure- 


‘) Mitteilungen der chemisch-physiologischen Versuchsstation in 
Klosterneuburg 1888, Heft 5, S. 58. 

%) Landw. Jahrbiicher 23, 552. 1894. 

5) Ztschr. f. analytische Chem. 25, 532. 1886. 

*) Ztschr. f. physiol. Chem. 12, 64. 1888. 

5) Ann. de chim. et de phys. 5 sér. 22, 118, 1881. 

*) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 89, 3208, 1906. 

7) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 84, 1527. 1901. 

®) Archiv f. Hyg. 14, 225. 1892. 

*) Vergleiche Lafar. Handb. d. techn. Mykologie 4, 380. 
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bildung méchte ich in meinem Urteil noch zuriickhaltender sein. 
Doch da8 auch sie ein Stoffwechselprodukt der Hefe ist und nicht 
aus dem Zucker gebildet wird, dariiber kann kein Zweifel herrschen. 


SchluB8betrachtung. 


Wir haben im Verlauf der Arbeit des 6fteren davon gespro- 
chen, da8 ungiinstige Lebensbedingungen, welche mit gesteigertem 
Stickstoffumsatz und in manchen Fallen auch mit einem Absterben 
von verhiltnismaBig viel Hefe verbunden sind, die Fuselélbildung 
begiinstigen. Wir finden solche ungiinstigen Lebensbedingungen 
bei gleichzeitiger Intensierung der Fuselélbildung bei héherer Gar- 
temperatur, Saureabstumpfung der Niihrlésung, sehr hoher Zucker- 
konzentration, bei geringer Stickstoffgabe und Uberfiitterung der 
Hefe mit Stickstoff. Ein schwacher Siiuregehalt der Lésung da- 
gegen, der bekanntlich auf das Leben der Hefe giinstig wirkt, setzt 
auch die Fuselélbildung herab. Der Satz: ungiinstige Lebens- 
bedingung der Hefe beférdert die Fuselélbildung, hat 
daher seine Berechtigung. 

Stellen wir uns nun zum SchluB die wichtige Frage, welche 
Rolle spielt die Fuselélbildung im Haushalt der Hefe? Wir miissen 
gleich vorausschicken, daB sie, ebenso wie die noch wichtigere nach 
der Rolle der Athylalkoholbildung, schwer zu beantworten ist. 
Fiir die Alkoholbildung ist die Meinung zwischen dem Energie- 
gewinn, der der Zelle durch die Zuckerspaltung erwichst, und 
der Abwehr anderer Organismen, die das Leben der Hefe be- 
drohen, hohe Alkoholkonzentration aber nicht ertragen kénnen, 
geteilt. Fiir die Fuselélbildung kommt der Energiegewinn bei 
der Umwandlung von Aminosiiure in Alkohol nur in geringem 
MaBe in Betracht. Noch weniger lift sich an die Abwehr anderer 
Organismen durch die Giftigkeit') des im Vergleich zum Athy]- 
alkohol doch nur in minimaler Menge vorhandenen Fuseléls 
denken. — 


Wir haben aber im Verlauf der Arbeit gesehen, da@ sich in 
allen untersuchten Garungsalkoholen Fusel6él vorfand. Wir wissen 
weiter, da8 die Hefe Aminosiuren, die sich in ihrer Nahrlésung 


*) Fuselél wirkt bekanntlich auf den menschlichen Organismus 
iuBerst giftig. 
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vorfindet, ausnutzt und zur Beschaffung der verschiedenartigen 
Atomkomplexe ihres Eiweis spaltet, wobei sich Fuselél bildet. 
Diese Aminosiuren sind nun in der Nihrlésung immer vorhanden. 
Sie sind in ihr entweder priformiert, da ja die Hefe irgendwelcher 
Aminosiurerestgruppen zum Aufbau ihres kriiftigen Plasmas be- 
darf und diese auch Fuselélgebenden Aminosiiuren angehéren 
kénnen. Oder wenn solche Aminosiiuren urspriiglich nicht vor- 
handen waren, so kommen sie doch immer als Hefeausscheidungs- 
produkte in die Girfliissigkeit. Man kann also sagen, keine 
Girung ohne Fuselélgebende Aminosiuren in der Gir- 
flissigkeit, folglich auch keine Giirung ohne gleich- 
zeitige Bildung von Fuselél. Diese Kérper sind also reine 
Exkrete, die der Hefe in ihrem Stoffwechsel nicht mehr dienen 
kénnen. 


Es scheint nun, als rein zufalliges Zusammentreffen, daB der 
aus dem Zucker gebildete Athylalkohol und das Eiweisstoffwechsel- 
produkt ,,Fuselél“ beides Alkohole sind. Deshalb ist nicht zu 
verwundern, da friiher aus dieser Ubereinstimmung auf die 
Fuselélbildung aus Zucker geschlossen wurde. So ist also ebenso 
wie die Glyzerinbildung die Fuselélbildung von der Zuckerzer 
setzung ganz unabhingig. 





Die Resultate der ganzen Arbeit noch einmal zusammenzu- 
stellen, ist wegen der Lange, welche die Ausfiihrungen benétigen 
wiirden, nicht angiingig. Es mu deshalb auf die Zusammen- 
fassung der einzelnen Teile verwiesen werden. Auch in diesen 
konnten nicht alle Ergebnisse angefiihrt werden. Denn die Kom- 
pliziertheit der zusammenwirkenden Faktoren zwingtzum Gebrauch 
vieler Worte, wenn man sie klar darlegen will. Es mu daher 
nicht nur fiir die Einzelheiten sondern auch fiir die scharfe Fassung 
der sich wechselseitig beeinflussenden Faktoren auf die Spezialteile 
verwiesen werden. 

Eins soll noch zum Schlu8 hervorgehoben werden, da8 sich 
nimlich beim tieferen Eindringen in die Kenntnis des Hefelebens 
die Beeinflussung einer LebensiuBerung der Hefe durch eine 
andere, die Abhingigkeit der Produkte der Hefetiitigkeit zu 
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gleicher Zeit von mehr als einer Lebensbedingung, immer klarer 
herausstellte. 

Der Fortschritt, den diese Arbeit auf dem Gebiete der 
Physiologie der Hefe bedeuten soll, diirfte daher nach der Meinung 
des Verfassers nicht in der Beschaffung neuer Kenntnisse allein 
sondern in dem Versuch bestehen, das gleichzeitige Zusammen- 
wirken verschiedener Einfliisse auf die LebensiuBerungen der Hefe 
mehr zu beriicksicbtigen, als das durch die meisten Arbeiten in 
der Vergangenheit geschehen ist. Daf dariiber noch weit hinaus- 
gegangen werden kann, wird gewi8 neuer Fortschritt in der Zu- 
kunft zeigen. 

















Studien iiber natirliche Farbstoffe. 


Von 
L. Marchlewski. 


(Aus dem chemisch-medizinischen Institut der Universitit Krakau.) 
(Eingegangen am 28. Dezember 1906.) 
Hierzu Tafel III. 


Im nachfolgenden teile ich ausfiihrlich einige Resultate meiner 
Untersuchungen iiber natiirliche Farbstoffe mit, die bereits z. T. 
in Kiirze der Akademie der Wissenschaften in Krakau vorgelegt 
wurden. Dieselben beziehen sich sowohl auf tierische wie auf 
pflanzliche Farbstoffe; in dieser Mitteilung soll jedoch vorlaufig 
nur der letzteren gedacht werden. 


1. Studien tiber Lipochrome. 
a. Uber den Farbstoff der Bixa Orleana. 
Mitbearbeitet von Ladislaus Matejko. 


Bixin war bereits haiufig Gegenstand mehr oder weniger aus- 
fiihrlicher Untersuchungen. Die greifbarsten Resultate wurden von 
Etti') und von Zwick®) erhalten, aber trotz der groBen Miihe, die 
aufgewandt wurde, wissen wir bis heute sehr wenig tiber den 
inneren Bau dieses interessanten Korpers. 

Meine Aufmerksamkeit wurde auf das Bixin aus folgenden 
Griinden gelenkt: es besitzt ein Absorptionsspektrum, welches 
demjenigen der Lipochrome, zu welchen wir auch die gelben Be- 
gleiter des Chlorophylls rechnen, sehr ahnlich ist, und da wir jetzt 
gestiitzt auf die Geschichte der Entdeckung der chemischen Ver- 


’) Berl. Ber. 11, 864. 
%) Uber den Farbstoff des Orleans. Wiirzburg 1899. 
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wandtschaft des Blutfarbstoffs und des Blattfarbstoffs der Ver- 
wandtschaft von Absorptionsspektren eine gewisse Bedeutung fiir 
die Beurteilung der Frage nach der Zugehérigkeit anscheinend sehr 
verschiedener Korper zu derselben Gruppe zuschreiben diirfen, so 
erschien es mir wahrscheinlich, daB Bixin ebenfalls zu den Lipo- 
chromen zu rechnen wiire. Aus einer solchen Verwandtschaft des 
Bixin mit den Lipochromen erwichst fiir die Untersuchung dieser 
K6érperklasse vorderhand nur ein rein technischer Nutzen, denn 
wiihrend die Lipochrome im engeren Sinne nur sehr schwer zu be- 
schaffende K6érper sind, ist Bixin verhiltnismaBig leicht auch in 
gréBeren Mengen zu haben und ist daher das Studium desselben 
wesentlich erleichtert. Trotzdem mag schon hier betont werden, 
da& das Studium des Bixins ein durchaus nicht leichtes zu sein 
verspricht. 


Methode der Reindarstellung. 


Die iilteste bekannte Methode, welche von Etti angegeben 
wurde und welche angeblich zu kristallisiertem Bixin fiihren soll, 
fiihrte in unseren Hiinden nicht zum Ziel. Hingegen fanden wir 
Zwicks Methode durchaus zuverlissig, obwohl ziemlich umstind- 
lich. Dieselbe besteht in folgendem: Handelsorlean wird zunichst 
getrocknet und sodann, nach dem Pulvern, mit siedendem Chloro- 
form ausgezogen. Das Extrakt wird eingedampft und in einem 
Soxhletschen Apparat zunichst mit Ligroin, dann mit Chloroform 
extrahiert. Bereits wahrend des Extrahierens kénnen bei ent- 
sprechenden Konzentrationen des Auszuges Kristalle bemerkt 
werden; dieselben werden behufs vollstindiger Reinigung noch 
zwei- oder dreimal aus Chloroform kristallisiert. Zwick gibt fir 
seine reinsten Priiparate den Schmelzpunkt 188°C. an. Wir haben 
die Zwicksche Methode etwas modifiziert und zwar die Behand- 
lung der Rohprodukte mit Ligroin umgangen und dabei ein wie 
wir glauben absolut reines Bixin erhalten. Als Ausgangsprodukt 
diente uns ein von der Firma Alder & Co. in Wien bezogener 
Orleanfarbstoff. Derselbe stellte eine ziegelrote Paste dar, die 
leicht auf dem Wasserbade getrocknet werden konnte. Das trockne 
Extrakt wird nicht zu fein pulverisiert und mit kaltem Chloroform 
wiihrend zweier Tagen mazeriert, wobei die Menge des Chloroforms 
gerade geniigte, um die grobkérnige Masse zu bedecken. Dieses erste 
Extrakt wurde abgelassen, das Lésungsmittel abdestilliert und zur 
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weiteren Extraktion benutzt. Der Riickstand dieser ersten Extrak- 
tion stellt eine halbfeste, mitunter dlige Masse dar, und wird, obwohl 
er ziemlich viel Farbstoff enthilt, nicht weiter in Betracht gezogen, 
da reines Bixin aus demselben nach unseren Erfahrungen iiber- 
haupt nicht zu erhalten ist. Der zweite Chloroformextrakt, ob in 
der Kilte oder in der Wirme dargestellt, gibt nach dem Abdestil- 
lieren des Lésungsmittels eine spréde, rotbraune Masse, welche 
sehr leicht auf folgende Art umkristallisiert werden konnte. Man 
léste dieselbe in warmem Chloroform, setzte Alkohol hinzu und 
unterwarf das Gemisch der Destillation. Sobald das entsprechende 
Mischungsverhialtnis von Alkohol und Chloroform zustande kam, 
begannen sich glitzernde Kristalle auszuscheiden; in diesem Mo- 
mente wurde die Destillation unterbrochen. Bei der nun folgenden 
Abkiihlung nahm die Abscheidung des kristallisierten Bixins rasch 
zu. Unter dem Mikroskop betrachtet, erwiesen sich die so erhalte- 
nen Priiparate als nicht absolut rein; zwischen dem kristallisierten 
Bixin wurden amorphe braune Massen beobachtet, was eine Reihe 
von Kristallisationen aus Chloroform-Alkoholgemischen notwendig 
machte. In der Regel geniigen vier bis fiinf Kristallisationen. 
Ubrigens kann das erste kristallinische Produkt mit gleich gutem 
Resultate aus Eisessig kristallisiert werden. 

Kristallisiertes Bixin stellt eine hellrote Masse dar, falls die 
Kristalle klein sind, oder eine rotbraune, an den roten Phosphor 
erinnernde, falls die Kristalle gréBer sind. Sein Schmelzpunkt 
liegt, falls schnell erhitzt wird, bei 198°; bei langsamem Erhitzen 
schmilzt es schon bei 191,5°. Unter dem Mikroskop betrachtet, 
stellt das Bixin Rhombe und Rhomboide vor. 

In reinem Zustande ist es nur spirlich in Chloroform léslich. 
100 g des letzteren liésen bei 25° nur 0,34 g Bixin. In Alkohol, 
Ather oder Eisessig lést es sich in der Kalte noch schwieriger, 
wiahrend siedender Eisessig es mit Leichtigkeit aufnimmt. Sehr 
leicht auch schon in der Kiilte list es sich in Pyridin und Chinolin. 
Nitrobenzol lést es beim Siedepunkte sehr leicht. Ob die leichte 
Léslichkeit in den genannten Basen durch den sauren Charakter 
des Bixins zu erkliren ist, mu8 vorliiufig dahingestellt bleiben. 
Dem Lichte ausgesetzt, erleidet Bixin eine Zerstérung, die bereits 
nach kurzem Belichten mit direktem Sonnenlicht zu konsta- 
tieren ist. 
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Konzentrierte Schwefelsiiture list es bekanntlich mit korn 
blumenblauer Farbe auf, und erinnert Bixin auch diesbeziiglich 
an Lipochrome. 

Wir haben eine gréBere Anzahl von Analysen ausgefihrt, von 
welchen einige hier mitgeteilt werden mégen: 

1. 0,1195 g Subst. gaben 0,3269 CO, und 0,0839 H,O 


2. 01175, » 0O,8211 , , 0,0812 
3. 0,1200.,  , .  0,8278 , . 00,0845 
4. 0,1637 . 04491, . 00,1078 
5. 0,1603 . — , . 00,4404 .  . 0,1064 
6. 0,1875 , , ,  0,6149 .  . 0,1258 


Diese Werte entsprechen: 


1. 74,60°%) © 7,77% H 
2. 74,32 , 7,65 ,, 
See © « meee eo 
4. 74,82. , 7,31 

5. 74,92 , 7,37 .. 

6. 74,89 7,45 , 





im Mittel 74,70°%) C 7,55°/o H. 

Die erhaltenen Werte stimmen sehr gut mit denjenigen fri- 
herer Beobachter iiberein. Etti fand 74,64°/9 C und 7,66 °/o H, 
Zwick 74,715°/o C und 7,81°/o H. Die Formel C23 H340;, zum 
ersten Mal von Etti vorgeschlagen, verlangt 74,66°/9 C und 
7,55 °/9 H, wird also auch durch unsere Resultate gestiitzt. 


Sehr interessant ist das Spektrum des Bixins. Ein Vergleich 
der Reproduktionen unserer Photographien, die mit Hilfe eines 
Hilgerschen Quarzspektrographen erhalten wurden, mit den- 
jenigen, die C. A. Schunck’) fiir die Lipochrome gegeben hat, 
wird sofort zeigen, daB die Absorptionsspektra demselben Typus 
zugehéren. Ein Unterschied ist jedoch vorhanden, auf den hier 
besonders hingewiesen sein mag; wihrend nimlich die eigentlichen 
sogenannten Lipochrome das fuBerste Ultraviolett durchlassen, 
verursacht Bixin zwei, allerdings in den Reproduktionen nicht be- 
sonders deutlich erscheinende Binder in der Region der Sonnen- 
linien N und O.?) 


') Proc. Roy. Soc. 68, 389 (1898), 65 (1899). 
*) Anmerkung wihrend der Korrektur. Mein Freund, Herr C. A. 
Schunck, macht mich auf den Umstand aufmerksam, daB der Farbstoff 
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Die auBerordentliche Fiarbekraft des Bixins wird besonders 
durch die sechs ersten Streifen der beigefiigten Platte demonstriert. 
Die Aufnahmen wurden mit einer Lésung ven Bixin in Chloroform 
begonnen, welche in 1 ccm 0,0001 g enthielt; die Dicke der durch- 
lichteten Schicht hetrug 19 mm. Die Lésung lieS tiberhaupt kein 
Licht durch, ebenso die nichste, halb so starke Lésung. Die dritte 
untersuchte Lésung mit der Konzentration von 0,000025 g pro 
1 ccm zeigt bereits ein breites, dunkles Band auf der Linie F und 
zwei, bereits erwihnte fiuBerst schwache Binder im iduBersten 
Ultraviolett. Diese Binder wurden von friitheren Forschern nicht 
beobachtet. Die vierte Lésung, welche in 1 cem 0,000012 g 
enthielt, zeigt bereits nicht mehr diese zwei Biinder, sondern nur das 
erwahnte breite dunkle Band, welches bei noch weiterer Verdiinnug 
sich in drei Bander auflést, von denen das stirkste vor der F- 
Linie, das zweite schwichere hinter derselben und das dritte 
schwichste in der Nachbarschaft der k3-Linie zu liegen kommt. 


Die Salze des Bixins. 


Die Alkalisalze des Bixins waren bereits zweimal Gegenstand 
von Untersuchungen. Etti fand, daf Bixin zwei Reihen von Sal- 
zen liefert, solche mit einem Atom eines einwertigen Metalls und 
solche mit zwei Atomen. Er erhielt dieselben durch das Zu- 
sammenwirken von Kalium- oder Natriumkarbonat und alkoho- 
lischen Bixinlésungen. Zwick, der Ettis Versuche wiederholte, 
konnte auf diese Art keine kristallinischen Produkte erhalten, erhielt 
erst solche, als er auf in 12°/y9igem Alkohol geléstes (?) Bixin Ka- 
liumhydroxyd einwirken lief. Die Zusammensetzung der von 
Zwick erhaltenen Produkte entsprach der Formel Co9Hs:K205 + 
2H,0. Ubrigens bemerkt Zwick, daB diese Methode nicht immer 
zu kristallisierten Produkten fiihrt. Nach unseren Erfahrungen 
macht es keine Schwierigkeiten einatomige Salze des Bixins zu er- 
halten, wenn man mit den Alkalialkoholaten arbeitet. Das Natrium- 
salzerhielten wir namlich wie folgt: 0,23 g metallisches Natrium lést 
man in 75 ccm 70°/oigen Alkohol und gie&t die Lésung in eine feine 
Suspension von 4,5 g Bixin in 75 cem Alkohol von derselben 
der Pomidoren, das sog. Lycopin, ebenfalls ein Band in dieser Region zeigt. 
Andererseits soll das Lycopin, neueren Untersuchungen nach, ein Dikaroten 
sein. Daraus ergibt sich die Richtigkeit der Annahme, da8 das Bixin zu 
den Lipochromen gehiirt. 
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Konzentration. Die Mischung wird nun auf dem Wasserbad er- 
wirmt, bis Lésung erfolgt und dann rasch filtriert. Im Filtrat 
bemerkt man sehr bald die Bildung von glitzernden Kristallen des 
Natriumsalzes. Man filtriert dieselben rasch ab, wascht mit etwa 
70°/oigen Alkohol, kristallisiert nochmals aus 70°/ igen Alkohol 
und trocknet bei 30°. Hoéheres Erhitzen ist zu vermeiden, da die 
Substanz dabei Sauerstoff absorbiert und die urspriingliche kupfer- 
rote Farbe einer mehr gelbstichigen Platz macht. 
Analyse: 0,3040 g Subst. gaben 0,0481 g Na,SO, 
gefunden berechnet Co3Hs30sNa 
Na: 5,12%, 4,87 %/, 

Das Kaliumsalz kann in ganz ihnlicher Art wie das Natrium- 
salz erhalten werden. Wir benutzten 4,5 g Bixin, 0,39 g Kalium 
und 150 cem Alkohol von 70°/o. Das Kaliumsalz kristallisiert 
in sehr diinnen Naden, die eine dunkel kupferote Farbe besitzen. 

0,2463 g Subst. gaben 0,0433 g KeSO, 
gefunden berechnet fiir: C2sHsg0;K 
K: 7,88 °/o 7,99 °/ 


Bixin enthilt eine Methoxylgruppe. 


Diese Tatsache wurde von Zwick entdeckt. Wir wieder- 
holten diese Bestimmung und kénnen die Angabe von Zwick 
durchaus bestitigen: 

0,3750 g Bixin gaben 0,2000 g AgJ 
gefunden berechnet Cy7H3104(OCHs) 
OCHs 7,01°/, 6,90°/5 


Alkylierung des Bixins. 


Angesichts des erwiesenen sauren, bezw. phenolartigen Cha- 
rakters des Bixins versuchten wir dasselbe zu alkylieren, fanden 
dabei aber, daB, obwohl alkylierende Agentien Bixin nicht unver- 
aindert lassen, die dabei entstehenden Ko6rper in kristallisiertem Zu- 
stande nicht zu erhalten sind. 

Wir erhitzten beispielsweise 4 g des Natriumsalzes mit 40 g 
frisch destilliertem Dimethylsulfat auf dem Wasserbade. Die ur- 
spriingliche violett-griine Farbe der Lésung machte nach halb- 
stiindigem Erwirmen einer griinen Platz, spiiter wurde die Lésung 
olivebraun. Nach zweistiindigem Erwirmen wurde die Lésung in 
50 ccm Wasser gegossen, wobei eine harzige Masse abgeschieden 




















Studien iiber natiirliche Farbstoffe. 293 


wurde, die nach 24stiindigem Stehen in der Kiilte erhirtete. Nach 
dem Trocknen léste sich dieselbe leicht in Chloroform mit olive- 
brauner Farbe, schwer in Alkohol, sehr wenig in Benzol und Ather. 
Konz. Schwefelsiure lést sie mit dunkelvioletter Farbe, welche 
nach einiger Zeit violettbraun wird. Da alle Versuche, diesen Kérper 
zu kristallisieren, fehlschlugen, wurde er in Chloroform gelést, fil- 
triert und vorsichtig eingedampft. Erhalten wurde eine gliinzende 
spréde olivebraune Masse, die bei der Analyse folgende Werte 


ergab. 
1. 0,2346 g gaben 0,2315 g AgJ 


2. 0,2140,, ,, 0,2112,, 


” 


berechnet fiir Cy7Hg903(OCHs)s gefunden 
13,36 °/, OCH; 1. 13,01°/, OCHS; 


2. 13,02°, __,, 

Diese Zahlen beweisen zwar, da Alkylierung stattgefunden 
hat, es ist jedoch fraglich, ob die erhaltene Substanz einheitlich 
war und ob bei ihrer Bildung nicht eine tiefergehende Umwand- 
lung des Bixins eintrat. 


Reduktion des Bixins. 

Uber die Reduktion des Bixins haben bereits Etti und 
Zwick gearbeitet, aber die erhaltenen Resultate waren wenig ver- 
sprechend. Gliicklicher waren wir insofern, als es uns gelang, ein 
Reduktionsprodukt im kristallinischen Zustande zu erhalten. Die 
Darstellung desselben ist jedoch schwierig und mit groBen Sub- 
stanzverlusten verbunden. Verfahren wurde wie folgt: 5 g Bixin 
wurden in 100 cem Eisessig gelést und zu der Lésung in kleinen 
Portionen 10 g Zinkstaub hinzugesetzt. Nach kurzer Zeit schligt 
die urspriingliche rotbraune Farbe in eine feurigorange Farbe um. 
Jetzt wurde das Gefai8 mit einem Bunsenventil versehen und die 
Lésung nach weiteren drei Stunden auf dem Wasserbade erwirmt. 
Nach dieser Zeit wurde filtriert. Im Filtrat schieden sich sehr 
bald glitzernde orange gefirbte Kristalle ab. Dieselben wurden 
im Vakuum neben Kalihydrat getrocknet. Sodann erfolgte ein 
Waschen mit Wasser behufs Entfernung von Zinkacetat und 
schlieBlich Trocknen iiber Schwefelsiure in einem Kohlensiure- 
strom. Zur weiteren Reinigung wurden die Kristalle noch drei- 
mal aus siedendem Eisessig umkristallisiert und bei 90° in einer 
Kohlensiureatmosphiire getrocknet. 
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Das Reduktionsprodukt des Bixins stellt eine in Rhomben kri- 
stallisierende Substanz dar, von schéner Orangen-Farbe. Es lést 
sich am besten in Eisessig; Chloroform lést es nur spiirlich, 
noch weniger Alkohol und Ather. In wiisserigen Alkalien ist es 
unléslich, hingegen alkoholisches Kali nimmt es mit Leichtigkeit 
auf. Bei schnellem Erhitzen schmilzt es bei 208—210°, bei lang- 
samem bei 200,5°. 

Nachfolgend geben wir Analysen dieses Produktes wieder; 
betont muB jedoch werden, da wir dieselben vorderhand nicht als 
absolut sicher betrachten, da, wie unten gezeigt wird, das Reduk- 
tionsprodukt sich fuBerst leicht durch den Sauerstoff der Luft 


oxydiert: 
1. 0,1242 g Subst. gaben 0,0854 H,O und 0,3435 CO, 
3. @I988. « .» 00,0851 _ , , 0,8374 
3. 0.1430 . ; 0,0986 . 0,3949 


entsprechend: 


1. 7,64 °/o H und 75,42 7/5 C 
382 « » Soe 
3. 7,66 , , » 75,31 


Es wire vorliufig zwecklos, eine Formel aufzusuchen, die den 
obigen Werten entsprechen wiirde, aus dem oben angefiihrten 
Grunde. Die leichte Oxydierbarkeit des Reduktionsproduktes des 
Bixins dokumentierte sich bereits an Praparaten, die langere Zeit 
bei Anwesenheit von Luft im Exsikkator aufbewahrt waren. Die ur- 
spriingliche Farbe verblaBt und nach einigen Tagen erhalt man | 
ein fast farbloses Produkt. Diese Umiinderung findet besonders 
schnell bei etwas héheren Temperaturen statt, z. B. bei 100°. Das 
Verblassen der Farbe wird von einer bedeutenden Schmelzpunkt- 
erniedrigung begleitet. Die unten angefiihrten Analysen von Pra- 
paraten, die bis zur Gewichtskonstanz der Wirkung der Luft aus- 
gesetzt waren, demonstrieren die tiefgehende Veriinderung, welche 
bei der besprochenen Oxydation stattfindet : 

0,1611 g Subst. gaben 0,0861 g H,O und 0,3438 CO, 





0,1088, , 00,0570, ., 4 0,2847 
0.1165, , 00618, . . 0,2507 
entsprechend : 


3. 5,93 % H und 58,20 %/g C 
. 228. +s » Se « 
&438..,. »« Oe. 
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Die Eigenschaft des Reduktionsprodukts des Bixins, sich sehr 
schnell an der Luft zu oxydieren, teilt es mit den Lipchromen. 
Karoten beispielsweise kann nicht lingere Zeit bei Anwesenheit 
von Luft aufbewahrt werden. Diese Verhiltnisse machen die an- 
genommene Verwandtschaft des Bixins zu den Lipchromen noch 
wahrscheinlicher'). Eine ausfiihrlichere Untersuchung der opti- 
schen Eigenschaften des Reduktionsprodukts des Bixins haben wir 
auf die Zeit verschoben, wenn uns eine besseres Spektograph, als 
das bis jetzt in unserem Besitze befindliche, zur Verfiigung stehen 
wird. 

Die Reduktion des Bixins fiihrt zu nicht kristallisierenden 
Produkten, wenn die oben angegebenen Bedingungen nicht einge- 
halten werden. 

Das Studium des Bixins und besonders seines Reduktions- 
produkts wird fortgeseszt. 


2. Studien iiber die Bestandteile der Warzeln der Datisca Cannabina. 
Mitbearbeitet von A. Korezynski. 


Vor einiger Zeit beschrieb der eine von uns mit E. Schunck 
Resultate, die beim Studium der Bestandteile der Wurzeln von 
Datisca Cannabina erhalten wurden. Das damals benutzte Roh- 
material erhielt Dr. Schunck von Herrn Dyer, Direktor der bo- 
tanischen Girten in Kew. Wir isolierten eine Substanz, deren Zu- 
sammensetzung die Formel Cy; Hog O:; + H2O*), welche bei der 
hydrolytischen Spaltung Rhamnose und einen Korper C5 Hie O¢ 
lieferte. Letzterer schmolz bei 239°. AuBer diesem Hauptmaterial 
besaBen wir noch kleinere Proben unbekannter Herkunft, deren 
eingehende Untersuchung jedoch ausgeschlossen war; soviel konnte 
damals nur konstatiert werden, da eine der Proben ein Glukosid 
enthielt, welches bei der Spaltung einen fermentierenden Zucker 
gab, der also mit Rhamnosa nicht identisch sein konnte. Lange 
schon hatte ich den Wunsch, der Sache auf den Grund zu gehen 
und dank der Liebenswiirdigkeit des Herrn J. H. Burkhill, Vor- 
steher des Indian Museums in Kalkutta, war ich in der Lage, 


1) Es verdient noch hervorgehoben zu werden, da8 unter gewissen 
Bedingungen Bixin bei der Reduktion einen nach Veilchen riechenden Kérper 
liefert. Nach Arnaud und einigen anderen Autoren entwickelt Karoten 
bei Erhitzen nach Veilchen riechende Dimpfe. 

*) Liebigs Annalen 277, 261. 
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gréBere Proben der Wurzeln zu untersuchen, die in der Provinz 
Punjab gesammelt waren. 

Die Wurzeln wurden wie folgt verarbeitet: Zunachst wurden 
dieselben mit starkem Alkohol extrahiert und das Extrakt einge- 
dampft. Hierbei wurde ein harziger Riickstand erhalten, der mit 
siedendem Wasser behandelt wurde; ein harziger Korper blieb 
hierbei ungelést. Der wiisserige Auszug gab nach einiger Zeit eine 
voluminése hellgelbe Ausscheidung eines halbkristallinischen 
Kérpers, der nach dem Abfiltrieren und Waschen mit Wasser noch- 
mals aus siedendem Wasser umkristallisiert wurde. Die zweite 
Kristallisation wurde nach dem Trocknen iiber konz. Schwefel- 
siure im Vakuum in absolutem Alkohol gelést und die Lésung 
mit einer groBen Menge trockenen Athers versetzt. Nach 24- 
stiindigen Stehen schieden sich hellgelb gefirbte Kristalle ab, 
die nochmals aus siedendem Wasser umkristallisiert wurden. 
Schmelzpunkt 190°. 

Der zweiten wiisserigen Mutterlauge konnte noch eine ziem- 
lich groBe Menge der Substanz durch Zusatz von Ather entzogen 
werden. Letzterer verursacht nimlich eine nahezu weiGe Fillung, 
welche nach dem Reinigen aus Alkohol und Ather, wie oben be- 
schrieben, und Krystallisieren aus siedendem Wasser ebenfalls 
einen Kérper vom Schmelzpunkt 190° liefert. 

Die in dieser Weise isolierte Substanz ist ein glukosidartiger 
Kérper. Durch siedende verdiinnte Schwefelsiure wird sie ge- 
spalten unter Bildung eines Zuckers und eines in siedendem 
Wasser schwer léslichen Kérpers. Letzterer wurde auf einem Filter 
gesammelt, gut gewaschen und nach dem Trocknen aus siedendem 
Eisessig umkristallisiert. Das Kristallisieren aus diesem Medium 
wurde so oft wiederholt, bis in dem erhaltenen Produkte keine 
Methoxylgruppen mit Hilfe der Zeiselschen Methode nachge- 
wiesen werden konnten. Das in dieser Weise gereinigte Produkt 
wurde schlieBlich noch aus verdiinntem Alkohol zweimal um- 
kristallisiert. Man erhilt so hellgelbe Nadeln eines Kérpers, der 
weit héher schmilzt, als das von Schunck und dem einen von 
uns studierte Produkt, nimlich bei 268—269°. In anderen Be- 
ziehungen verhalten sich beide Kérper analog. Die Lésungsver- 
hiiltnisse stimmen ziemlich tiberein, obwohl wir einen direkten 
Vergleich nicht ausfithren konnten. In konz, Schwefelsdure lést 
sich das jetzt untersuchte Produkt mit gelblicher Farbe; die 
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Lésung fluoresziert griinlich. Fehlings Lésung wird nicht redu 
ziert, wird aber griin, hingegen Silbernitrat wird bei Anwesenheit 
von Ammoniak in der Siedehitze reduziert. 

Die Zusammensetzung des gegenwiirtig isolierten Kérpers ent- 
spricht der Formel C;5;H) 90. und nicht C;; HigO,g und ist er da- 
her héchst wahrscheinlich identisch mit der von Stenhouse') 
untersuchten Substanz, die er Datiscetin nannte. Ganz reine 
Priiparate enthalten keine Alkyloxygruppen, wahrend weniger 
sorgfiltig gereinigte stets solche enthalten. Im Maximum fanden 
wir jedoch nur 0,8°/9. Die von E. Schunck und dem einen von 
uns untersuchte Substanz enthielt viel mehr Alkyloxygruppen 
und diese Tatsache unter anderen fiihrte zu der Annahme, dali 
der Farbstoff der Datisea Cannabina-Wurzeln ein Methoxyxanthon- 
derivat ist. Auf Grund unserer vorliegenden Untersuchungen muB8 
man zum Schlu8 gelangen da® diese Wurzeln zwei verschiedene 
Farbstoffe enthalten, deren relative Mengen in verschiedenen 
Proben wechseln; der eine derselben schmilzt bei 237°, der andere 
bei 268—269° und nur dieser letztere sollte den Namen ,,Datis- 
cetin“, welcher von Stenhouse fiir die Substanz C;; Hi9 Og vor- 
geschlagen wurde, fiihren. In den von uns jetzt untersuchten 
Wurzeln ist das alkylierte Produkt ebenfalls vorhanden, seine 
Menge tritt aber im Verhiltnis zu dem alkylfreien Korper sehr 
zuriick. 


Analysen des Datiscetins: 


1. 0,2000 g geben 0,4604 g COs und 0,0662 g HO 
2. 0,2028 ,, . 04670. , . 0,0644 ,, 
3. 0,2048 .. 0,4709.. , . 0.0644 ,, 
4. 0,2030 .. 0,4678 , . . 00,0648 
5. 0,20388 ,  . 04694. . . 0,0674 , 
entsprechend : 

1. 62,78 °/o C und 3,62 °/o H. 

2. 62,80 . , , 3,52 

™ Othe » » ee ss 

4. 62,84 . » 93,53 

‘a... . » 3. 


im Mittel 62,79 °/o C 3,57 °/o H. 


) Liebigs Annalen 98, 174. 
Biochemische Zeitschrift Band III. 20 
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Die Forme! Ci; C;9O¢ verlangt 62,93°/oC und 3,49 °/o. Nach dem 
Fettstellen der Formel des Datiscetin versuchten wir Auskunft iiber 
die Funktionen der sechs Sauerstoffatome seines Molekiils zu er- 
halten. Wiihrend der Kérper C,;Hi2Os beim Acetylieren nur 
unerquickliche K6rper lieferte, die nicht rein zu gewinnen waren, 
lieferte Datiscetin leicht ein Acetylierungsprodukt, das héchst- 
wahrscheinlich vier Acetylgruppen enthiilt. 


Tetraacetyldatiscetin. 

Die Acetylierung des Datiscetin gelingt leicht nach der Methode 
von Liebermann. Das Acetylierungsgemisch wurde zuerst mit 
Alkohol behandelt, um das tiberschiissige Essigsiureanhydrid zu 
zerlegen und dann in viel Wasser gegossen. Dabei wurde eine 
harzige Masse erhalten, die nach einigen Tagen in Beriihrung mit 
Wasser erstarrte. Die Reinigung des Acetylproduktes wurde durch 
mehrmaliges Kristallisieren aus Ather erzielt. Es stellt eine rein 
weiGe in Nadeln kristallisierende Substanz dar, die bei 138° 


schmilzt. 


Analysen: 
1. 0,1830 Subst. gaben 0,4088 g CO, und 0,0660 g H,O 
2. 0,1812_ —, o Bie « « Qos. 
entsprechend : 
1. 60,92°/o C und 4,03 °/>) H 
eee oa 
Mittel ee Se 


die Formel C,;; Hg Og (COCHs) verlangt: 
C : 60,79 %/ 
H: 3,96 ,, 

Die Bestimmung der Acetylgruppen durch Verseifung mit 
Alkalien fiihrte zu keinen scharfen Resultaten, da Datiscetin selbst 
durch liingeres Kochen mit auch verdiinnten Alkalien zersetzt 
wird. Es war daher wiinschenswert die Annahme von dem Vor- 
handensein von 4 Hydroxylgruppen im Datiscetin noch durch 
das Studium anderer Derivate zu bestitigen. 


Tetrabenzoyldatiscetin. 
Baumanns Methode der Benzoylierung gab auf das Datis- 
cetin angewandt keine guten Resultate. Hingegen verliuft die 
Benzoylierung glatt bei Anwendung von Benzoylchlorid und Pyridin. 
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6 g Datiscetin wurden in 50 g Pyridin gelést und unter Kiihlung 
mit 12-3 frisch destilliertem Benzoylchlorid, welches in kleinen 
Portionen zugesetzt wurde, geschiittelt. Die urspriingliche braune 
Farbe der Lésung machte allmihlich einer rotbraunen Platz und 
Pyridinchlorhydrat wurde in grofier Menge abgeschieden. Nach 
24stiindigem Stehen wurde die Mischung in verdiinnte Schwefel- 
siure gegossen und der abgeschiedene Niederschlag nach zwei 
Tagen filtriert, tiichtig gewaschen und im Exsikator getrocknet. 
Das Produkt wurde schliefSlich aus siedendem verdiinnten Aceton 
einigemal kristallisiert. Es bildet weiBe Nadeln, die beil90—191° 
schmelzen, sich nur schwer in Eisessig, Alkohol und Ather lésen. 
Die Analysen beweisen, daf ein Tetrabenzoyldatiscetin vorliegt: 


1. 0,1886 g Subst. gaben 0,5078 g CO, und 0,0665 g H,O 


2. 0,1799 , , 048381, .  , 0,0630 ,, 
3. 0,1880 , .» aes. ,. » OO, 
entsprechend : 
1. 73,43 C und 3,94°/> H 
oS ae, « « Ws « 
S. 7028. » « BeBe a 
im Mittel 73,33 °/o C 3,90 °/o H 


Die Formel Ci; Hg Og (COCs Hs) verlangt: 
C : 78,48°/o 
H: 3,73 ,, 


Tetrabenzosulfoyldatiscetin. 


Diese Verbindung bildet sich sehr leicht, wenn man Datiscetin 
bei Anwesenheit von Pyridin mit Benzosulfonsiurechlorid schiittelt. 
5 g Datiscetin wurden in der zehnfachen Menge trocknen, reinen 
Pyridins gelést und mit 13,9 g Benzolsulfonsiurechlorid geschiittelt. 
Der in iiblicher Weise isolierte Ester fallt zunaichst in Form eines 
gelben Oles aus, welches nur sehr langsam erstarrt. Nach zwei- 
tigigem Stehen erhilt man schlieBlich eine harte Masse, welche 
aus Eisessig kristallisiert wird. Die schwache Braunfirbung der 
ersten Kristallisation kann durch Erhitzen der eisessigsauren 
Lésung mit Tierkohle entfernt werden. Das reine Produkt stellt 
weiBe zu Sternen vereinigte Nadeln dar, die nach dem Trocknen 
iiber Kalihydrat bei 188° schmelzen. In Alkohol und Ather sind 


die Kristalle sehr schwer léslich. 
20* 
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Analysen: 
1. 0,1576 g Subst, gaben 0,3207 g COs, und 0,0470 g H:O und 
0,1786 g BaSO, (nach Dennstedt) 
2. 0,1706 g gaben 0,3448 g CO, u. 0,0510 g H,Ou. 0,1848g BaSO, 


3. 0,1728.. . 0,601, , , 0,0486 , | 
4. 0,2010,, . 0,2249 , BaSO, 
entsprechend 

1. 55,47°/9 C und 3,26°/p H 15,54°/) S 

2.5512, . . 3,34, , 14,86, , 

3. 55,29, , , 314,, — 

4. 15,36 . . 


Die Formel C15 Hg Og (SOz + CgHs)s verlangt: 
55,29°/o C, 3,09°/o H, 15,14) S. 

Aus dem Studium der Acylderivate des Datiscetins folgt mit 
Sicherheit, da es vier Hydroxylgruppen enthalt. Es ist isomer 
mit Luteolin und Fisetin und stellt wahrscheinlich auch ein Flavon 
oder Favonolderivat dar. Das Studium seiner Konstitution mu8 
auf der Untersuchung seiner Spaltungsprodukte basieren. Die bis 
jetzt erhaltenen Resultate sind jedoch nicht hinreichend, denn bis 
jetzt gelang uns unter den Alkalispaltungsprodukten nur Phenol 
und Salicylsiiure nachzuweisen. Wir hoffen jedoch auch diesen 
Punkt aufklaren zu kénnen, da wir dank der Freundlichkeit des 
Herrn Burkill wieder in den Besitz einer gréferen Partie der 
Wurzeln gelangt sind. — 

Die Muttersubstanz des Datiscetins, das Datiscin, wie wir 
sie mit Stenhouse benennen wollen, nach der schon geschil- 
derten Methode gereinigt zeigte folgende Zusammensetzung: 

1. 0,2010 g Subst. gaben 0,4009 g CO, und 0,0915 g HO 





2. 0.2092, , , 00,4198 , , 0,0962 
3. 0.2082, . 04062. . , 0,0942 , 
4.0,1992.. , 62... <a. -; 
5. 0,2012,, , 040384, , , 00924. , 
entsprechend 
z. 54,39 °/o C und 5,09 °/5 H 
66478... &Mé. 
ee. > Rs . | 
ie... thx», | 
260.. » SR ,. | 
Im Mittel 54,53 °/y C und 5,11°% H. 





ee 
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Die analysiierten Priparate wurden bis zum konstanten Ge- 
wicht iiber P,O; im Vakuum getrocknet. Nur in dieser Art ge- 
trocknete Proben gaben halbwegs konstante Resultate. Das Trock- 
nen bei héheren Temperaturen ist schidlich, da es eine Zersetzung 
des Datiscins verursacht. 

Wie bereits erwihnt, liefert das Datiscin einen Zucker der im 
Gegensatz zu dem friher erhaltenen mit Hefe fermentierte, und die 
nihere Untersuchung desselben zeigte, daB in diesem Falle nicht 
Rhamnose, sondern d-Glukose vorlag. 

Die Spaltung des reinen Glukosids erfolgte auf bekannte Art 
durch Kochen mit verd. Schwefelsiure. Das Filtrat vom abge- 
schiedenen Datiscetin wurde mit Baryumkarbonat behandelt und 
das Filtrat vom BaSO, eingedampft. Der Riickstand wurde in 
Wasser gelést, von dunkelbraunen Flocken abfiltriert mit Tierkohle 
entfirbt und folgenden Proben unterworfen: mit Hefe versetzt fer- 
mentierte er schnell unter Bildung der gew6hnlichen Produkte, im 
Polarisationsapparat drehte die Lésung nach rechts, mit essigsaurem 
Phenylhydrazin erwiirmt bildete sich ein gelber Niederschlag, der 
nach dem Umbkristallisieren aus verd. Alkohol bei 204—206° 
schmolz. Die Analyse der letzteren bestatigte die Annahme, daf 
Glukosozon vorlag: 


1. 0,1076 g Substanz gaben 15,1 ccm bei t=12, p=730 


2. 0,1890 .. ‘ ,  0,4166 g CO, und 0,1056 g H:O 
gefunden berechnet fiir Cig Na Hee Os 
C : 60,11 of, 60,27 . lo 
H: 6,25 ,, 6,19 ., 
N: 15,92 ., 15,67 .. 


Das Ableiten einer Forme! fiir Datiscin machtSchwierigkeiten. 
Am besten stimmen die erhaltenen Analysenwerte mit der Annahme, 
daB ein Molekiil desselben aus einem Molekiil Datiscetin und einem 
Molekiil Glukose zusammengesetzt ist: Cg Hi205 + Cis Hip Og = 
Ce; He: O12. Da aber die Glukoside immer unter Abscheidung von 
Wasser gebildet werden, so ist die Formel rationeller wie folgt zu 
schreiben: 

C2: Heo O11 4+- H2O 

d. h. da8 das unter obigen Umstanden getrocknete Datiscin ein 
Molekiil Kristallwasser zuriickhalit. Diese Formel (Cz; He: O12) 
verlangt 54,07 °/) C und 4,72°/9 H, wihrend der Mittelwert aus 5 








302 L. Marchlewski: 


Analysen 54,53°/9 C und 5,11°/) H lautet. Erwihnt sei noch, 
daB die letzteren Zahlen sehrgut mit den von Ste nhouse erhaltenen 
iibereinstimmen; dieser Forscher fand: 54,28°/5 C und 5,24 °/> H. 
Die angenommene Datiscinformel wird endlich auch durch den 
quantitativen Spaltungsversuch unterstiitzt. Die Spaltung geschah 
unter Anwendung von verd. Schwefelsiiure, das Datiscetin wurde 
auf gewogenen Filtern gesammelt und die Glukose polarimetrisch 


bestimmt. 
1. 2,0011g Datiscin gab. 1,1240g Datiscetin u. 0,6604 g Glukose. 
2. 1,0003,, ‘ »  0,5597 ,, ‘ , 03301, ,, 


Diese Werte entsprechen: 
1. 56,10°/o Datiscetin 33°/o Glukose 
2. 55,97 ,, " 33 ,, " 
wiahrend die Formel Cz; He:Oi2 — 61,4°/o Datiscetin und 38,6°/» 
Glukose verlangt. Die Ubereinstimmung ist also geniigend. 

Fiir den Pflanzenphysiologen haben die obigen Untersuchungen 
der Bestandteile der Datisca Cannabina-Wurzeln vor allem des- 
wegen ein Interesse, weil sie zum ersten Mal sicher beweisen, daf 
gelbe Farbstoffe der Flavongruppe, oder solche, welche zur letz- 
teren im nahen Verhialtnis stehen, im Pflanzenreich auch als Glu- 
koside vorkommen kénnen. Die bisher besonders von Kosta- 
necki mit so groBbem Erfolg studierten gelben Farbstoffe treten in 
der Regel als Komponenten von Rhamnosiden auf. Der sichere Be- 
weis, da Datiscetin ebenfalls zu dieser Gruppe von Farbstoffen 
gehért, steht allerdings noch aus, aber sein allgemeines Verhalten, 
besonders auch sein Firbevermégen sprechen sehr fiir diese An- 
nahme. Mit der weiteren Erforschung der Konstitution des Datis- 
cetins sind wir beschiiftigt. 


Zur Kenntnis des Chlorophylls. 
Mitbearbeitet von P. Kozniewski. 


Vor einiger Zeit publizierte R. Willstiatter') einige héchst- 
interessante Beobachtungen, die sich auf die Chlorophyllchemie 
beziehen und das veranlaft uns einige unserer neueren Beobach- 
tungen bekannt zu machen, die ebenfalls diesen wichtigen Farb- 
stoff betreffen, obwohl sie noch nicht abgeschlossen sind. 


*) Liebigs Annalen 850, 1. 1906; 850, 48. 1906. 
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Wie der eine von uns‘) bereits betont hat, ist es angesichts der 
Tatsache, da in alkoholischen Rohextrakten griiner Blatter héherer 
Pflanzen zum mindesten zwei griine Farbstoffe vorliegen, notwendig 
zu untersuchen, ob die bis jetzt bekannten Chlorophyllderivate 
von einer und derselben Substanz herriihren, oder z. T. von dem 
das eigentliche Chlorophyll begleitenden griinen Farbstoff stammen. 
Dieser zweite griine Farbstoff, von dem einen von uns Allochloro- 
phyll benannt’), tritt allerdings nur in sehr geringen Mengen auf, 
und wir glauben kaum, daf die entgegengesetzte Ansicht von 
Tswett*), der seine Schliisse auf eine neue Methode der Unter- 
suchung von Chlorophyllextrakten stiitzt, aufrecht zu erhalten 
sein wird. 

Von absolut reinem Chlorophyll kann allerdings so lange 
nicht die Rede sein, als es im kristallisierten Zustand nicht er- 
halten sein wird, aber die konsequente Durchfiihrung der Ent- 
mischung nach der Methode von Sorby fihrt, wie der eine von 
uns mit C. A. Schunck*‘) gezeigt hat, zu einem Produkt, welches 
in bezug auf den gefirbten Stoff als vollkommen einheitlich zu 
bezeichnen ist; ob es aber frei von farblosen Verunreinigungen ist, 
ist allerdings zweifelhaft. Dieser letztere Umstand verhinderte den 
einen von uns manche schwebenden Fragen in der Chlorophyll- 
chemie, wie beispielsweise beziiglich der Glukosid- oder Leci- 
thinnatur oder des Eisengehaltes experimentell anzugreifen, da die 
erhaltenen event. positiven Resultate keine bindende Beweiskraft 
beanspruchen konnten. Vorsicht in dieser Beziehung erschien 
noch aus diesem Grunde geboten, daf mehrere Chlorophyll- 
forscher, so Monteverde uud Tswett behaupteten, sie hitten 
die Kristallisation des unverinderten Chlorophylls zustande ge- 
bracht. Die hiufige Wiederholung der Versuche der genannten 
Autoren ist allerdings bis jetzt leider resultatlos verlaufen, aber 
daf die Kristallisation des Chlorophylls, dessen Derivate durch her- 


) Roscoe-Schorlemmer-Briihls Handbuch der Chemie 8, 890. 

*) Ebenda 854. 

%) Ber. deutsch. bot. Geselsch. 24, 385. 1906. Was iibrigens Herr 
Tswett iiber die spektroskopischen Eigenschaften des Chlorophylls und 
Allochlorophylls sagt, ist vollkommen falsch. Seine Auslassungen, die 
gegen den einen von uns und C. A. Schunck gerichtet wurden, sollen an 
anderer Stelle zuriickgewiesen werden. 

*) Journ. Chem. Soc. 77, 1080. 1900. 
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vorragender Kristallisationsfahigkeit ausgezeichnet sind, doch ein- 
mal gelingen wird, erscheint uns sicher, um so mehr als der eine von 
uns unter spiter naher zu beschreibenden Bedingungen Gebilde 
erhalten hat, die bereits an die sogenannten Kristalle des Chloro- 
phyllans erinnern und trotzdem den eigentlichen Chlorophyllcha- 
rakter nicht eingebiBt haben. 

In der vorliegenden Mitteilung soll die Umwandlung des vom 
Allochlorophyll und den gelben Lipochromen befreiten Chlorophylls 
besprochen werden. Diese Pflanze eignet sich zu derartigen Ver- 
suchen ganz besonders, aber leider ist das Material schwer in 
gréGeren Mengen zu beschaffen, da dieser Ficus in unserem Klima 
nur in Treibhiusern gut gedeiht. 

Die Reinigung geschah in folgender Art. Ein mit 96°/,igem 
Alkohol erhaltener Extrakt wurde zunichst mit soviel Wasser 
verdiinnt, daB die Lésung einem Gehalt von 82°/y Alkohol ent- 
sprach, und dann mit dem gleichen Volum reinen Schwefel- 
kohlenstoff durchgeschiittelt. Nach dem Trennen beider Fliissig- 
keitsschichten wird der Schwefelkohlenstoff, in welchem der 
Hauptteil des Chlorophylls gelést ist, mit dem gleichen Volum 
82°/sigen Alkohol durchgeschiittelt. Letzterer nimmt den gré6- 
ten Teil des Allochlorophylls und der Lipochrome auf und 
wird von dem C8, abgetrennt. Die riickstaindige Schwefelkohlen- 
stofflésung wird noch dreimal mit dem gleichen Volum 82 °/, Al- 
kohol gewaschen und der letzte alkoholische Extrakt auf die Ab- 
wesenheit des Allochlorophylls untersucht und zwar indem durch 
Wasserzusatz die Abscheidung des gelisten Schwefelkohlenstoffs 
und mit ihm der Farbstoffe verursacht wird. Die spektoskopische 
Untersuchung dieser CS,-Lésung beantwortet die Frage sofort, d. h. 
die Abwesenheit des Allochlorophylls wird sich durch das Fehlen 
seines Bandes im Rot und die Abwesenheit der Lipochrome eines 
Bandes vor der Linie F verraten'). Die das nun reine Chlorophyll 
enthaltende CS,-Lésung wird im Vakuum bei gelinder Wiarme ver- 
dampft, der Riickstand in Ather gelést und mit konz. Salzsiure 
durchgeschiittelt. Hierbei wurde ganz wie im Falle von Chloro- 
phylllésungen einesalzsaure Phyllocyaninlésung und eine atherische 
Phylloxanthinlésung mit den charakteristischen optischen Eigen- 


') Niheres siehe die Abhandlung von Marchlewski und C. A. 
Schunck a. a. O. 
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schaften erhalten. Es unterliegt demnach unserer Meinung nach 
keinem Zweifel, daB das Phylloxanthin und Phyllocyanin von einer 
und derselben Substanz abstammen. Es schien uns jedoch, als 
ob die Menge des gebildeten Phytloxanthins geringer war als bei 
Anwendung von Rohchlorophylllésungen. Wir beabsichtigen da- 
her, soweit dies méglich ist, bei weiteren Versuchen die relativen 
Mengen beider genannten Chlorophyliderivate zu bestimmen. 

Eine andere Frage ist die nach der Umwandlungsfihigkeit 
des Phylloxanthins in Phyllocyanin. Bekanntlich lést sich ersteres 
viel schwieriger in konz. Salzsiiure als Phyllocyanin, und darauf 
beruht eben die Trennung beider Substanzen. Wird jedoch Phyllo- 
xanthin lingere Zeit in Beriihrung mit Salzsiiure gelassen, so lést 
es sich ebenfalls mit griinblauer Farbe, und wurde daher schon 
von E. Schunck") die Frage diskutiert, ob bei dieser Lésung nicht 
eine Umwandlung der Phylloxanthins in Phyllocyanin stattfindet. 
Die damaligen Versuche fiihrten zu einem negativen Resultat. 
Spaterhin wurde von Schunck und dem einen von uns der Ver- 
such wiederholt*) und die Umwandlung des Phylloxanthins in eine 
Substanz, die dasselbe Spektrum besaf als Phyllocyanin, war zweifel- 
los, leider war aber das damals benutzte Phylloxanthin aus einer 
unbestimmten Chlorophylllésung erhalten worden, die dem ge- 
wohnlichen Rasengrase entstammte. Der eine von uns hatte nun 
bereits im Jahre 1901 die Beobachtung gemacht, da das aus Ficus 
Repens dargestellte Phylloxanthin sehr resistent ist und sich der 
Wirkung der Siuren widersetzt. Den Versuch haben wir jetzt 
wiederholt, indem wir mit Phylloxantin arbeiteten, welches von 
Allochlorophyll und den Lipochromen befreit waren. 

Das Phylloxanthin wurde in atherischer Lésung mit konz. 
Salzsiiure gemischt und in die Lésung ein Strom von trockenem 
HCI geleitet. Der gri®te Teil des Athers wurde dabei verjagt und 
die dunkelgriine Lésung blieb drei Tage lang verschlossen bei ge- 
wohnlicher Temperatur. Sodann wurde die Lésung in Wasser 
gegossen und mit Ather extrahiert. LErhalten wurde eine braun 
griine Fliissigkeit mit deutlich rotem Stich, die dasselbe Spektrum 
aufwies, wie das unverinderte urspriingliche Phylloxanthin. Eine 
Umwandlung hat also bei gewohnlicher Temperatur nicht statt- 


") Proc. Roy. Soc. 60, 309. 1891. 
*) Liebigs Annalen 248, 101. 1894. 
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gefunden. Ob ein mafiges Erwiirmen hierzu nétig ist, werden wir 
bald entscheiden. 

Es war notwendig, auf diesen Punkt schon jetzt einzugehen, 
da von der endgiiltigen Lésung der Frage nach der Umwandlungs- 
fahigkeit des Phylloxanthins in Phyllocyanin das Verstindnis der 
Siiurespaltung des Chlorophylls abhiingt. Die Siurewirkung be- 
rubt, unter anderem, entweder auf einer Spaltung der Chlorophyll- 
molekel in zwei gefiairbte Anteile, Phylloxanthin und Phyllocyanin, 
oder beide genannte Kérper sind zwei verschiedene Stufen des- 
selben Vorganges. Die Frage wird sich woh! auch durch das ein- 
gehende Studium des Alkachlorophylls mehr aufkliren lassen. 
Dasselbe muB als Verseifungsprodukt des Chlorophylls aufgefaBt 
werden und es ist sehr gut méglich, daB durch Siurespaltung aus 
demselben ebensolche oder doch sehr ahnliche Stoffe entstehen 
werden wie aus den urspriinglichen Siiurespaltungsprodukten durch 
die Einwirkung von Siuren. 

Zu den hier beriihrten Fragen hoffen wir bald zuriickkehren 
zu kénnen. 

















Uber die Verteilung des Jods bei tuberkulésen Tieren. 
Von 
Priv.-Doz. Dr. Oswald Loeb, und Dr. Louis Michaud, 
Assistent am med.-chem. Institut. ehem. Assistent am hygienischen Institut. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie und Pharmakologie der 
Universitiit Bern.) 


(Eingegangen am 20. Dezember 1906.) 


P. Ehrlich’) hat wiederholt auseinandergesetzt, daB die Ver- 
teilung der Arzneistoffe im Organismus das Bindeglied zwischen 
der chemischen Konstitution und der pharmakologischen Wirkung 
bildet. Fiir das Verstiindnis der letzteren ist die Kenntnis der 
Verteilung notwendig. Hierfiir betrachtet er als den geeignetsten 
Weg die Verwendung von Farbstoffen, die leicht makro- und mi- 
kroskopisch verfolgt werden kénnen. Er betont auch die Wich- 
tigkeit der gewohnlichen quantitativen Methoden, die aber bei den 
meisten Stoffen nicht anwendbar sind. 

8S. Bondi und M. Jakoby”) haben neuerdings ausgefiihrt, 
daB die Farbstoffmethode insofern ihre Begrenzung hat, als kein 
Aufschlu8 iiber quantitative Verhiiltnisse erhalten wird. Sie selbst 
untersuchten die Verteilung eines Stoffes, der eine quantitative 
Bestimmung zulaBt, die Salizylsiiure. Sie arbeiteten eine neue 
quantitative Methode aus und fanden im Blut, den Gelenken und 
Muskeln die Hauptmengen der Salizylsiiure verteilt, wihrend die 
Knochen zuriickstanden. Im Blut war die gréfte Menge vorhan- 


1) P. Ehrlich, Das Sauerstoffbediirfnis des Organismus 1885. Berlin. 
Hirschwald. Uber die Beziehungen zur chemischen Konstitution, Vertei- 
lung und pharmakol. Wirkung. Gesammelte Arbeiten zur Immunitiits- 
forschung 1904, 573 bis 628. 

*) Bondi und Jakoby, Uber die Verteilung der Salizylsiure bei 
normalen und infizierten Tieren. Hofmeisters Beitriige 7, 514, H. 10/11. 
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den, in den Gelenken mehr als in den Muskeln. Bei Tieren, die 
mit Bouillonkulturen von Staphylococcus aureus infiziert worden 
waren und deutliche Gewichtsabnahme darboten, fand sich in den 
Gelenken eine gréBere Menge Salizylsiiure als in denjenigen der 
gesunden Tiere. 

Hiermit scheint ein neues Prinzip gefunden zu sein, indem die 
Verteilung eines Stoffes durch die Erkrankung des Organismus 
modifiziert wird. 

Jakoby vergleicht diese Beobachtung mit den von Ehrlich 
durch die Farbstoffmethode gefundenen Tatsachen, wonach u. a. 
Methylenblau gewisse Nervenendigungen erst dann firbt, wenn 
gewisse an sich nicht tingierende Farbstoffe der Triphenylmethan- 
reihe der Infusionslésung zugefiigt werden und dadurch das che- 
mische Milieu der betreffenden Apparate veriindert worden ist. 

Dieses Beispiel zeigt uns eine Anderung der normalen Ver- 
teilung unter verinderten chemischen Bedingungen. 

Nachdem der eine von uns (L.)') die Verteilung des Jods im 
normalen Organismus gezeigt hat, lag es nahe, die Frage aufzu- 
werfen, ob erkrankte Gewebe eine andere Affinitét zu Jodverbin- 
dungen haben als gesunde. 

Bei Injektion von Jodiden in den gesunden Organismus blei- 
ben Gehirn, Riickenmark, Fett und Knochenmark gewoéhnlich jod- 
frei; die geringste Jodmenge enthalt der Muskel und dann folgen 
in steigender Reihenfolge: Leber, Lymphdriisen, Nieren und Spei- 
cheldriisen, Lunge und an héchster Stelle steht das Blut. Unver- 
hiiltnismiBig viel Jod enthilt die Schilddriise, wie schon Bau- 
manns®*) Entdeckung gezeigt hat, sie iibertrifft die genannten Ge- 
webe um das Vielfache. Die normale Jodverteilung zeigt sich je- 
doch abhiingig vom chemischen Aufbau des Priiparates, das ver- 
wendet wird. Fihrt man das Jod an lipoidlésliche Kérper ge- 
kuppelt zu, so kann man es im Gehirn, Riickenmark und Fett 
nachweisen. Solche Neurotropie, resp. Lipotropie zeigt z. B. das 
Jod in Jodoform und Jodithyl. Eine fernere Modifikation der 
Verteilung kommt zustande durch den verschiedenen Ausschei- 
dungsort. So z. B. zeigt es sich, daB Jodithyl besonders reichlich 


*) O. Loeb, Die Jodverteilung nach Einfuhr verschiedener Jodverbin- 
dungen. Arch. f. Path. u. Pharmak. 56, 320. 

*) Baumann, Uber das normale Vorkommen von Jod im Tierkirper. 
1. Mitteil. Hoppe-Seylers Ztschr. 21, 319. 























Jodverteilung bei tuberkulisen Tieren. 309 


in der Lunge gefunden wird, da es ja als gasférmiger Koérper da- 
selbst z. T. ausgeschieden wird. 

Da uns weder tertiire luetische Affektionen, noch aktino- 
mykotische Granulationsgeschwiilste, noch-Tumoren und andere 
pathologische Prozesse, auf die Jod therapeutisch wirkt, zu Gebote 
standen, so nahmen wir tuberkulése Tiere, da ja fiir das Jod eine 
spezifisch-therapeutische Wirkung auf Skrofulose wie auf echte 
tuberkulése Prozesse, z. B. Solitartuberkel des Gehirns bei Kin 
dern sichergestellt ist. So hatten wir eine Grundlage fiir unsere 
Versuchsanordnung. 

Die Versuchsanordnung und die Jodbestimmungsmethode sind 
kurz folgende: 

Die verwendeten Kaninchen waren vor sechs Monaten durch 
Injektion von Tuberkelbazillen in die vordere Kammer des einen 
Auges infiziert worden. Das betreffende Auge war so stark tuber- 
kulés veriindert, da8 in zwei Fallen, in denen gegentiber dem 
anderen normalen Auge ein Gewichtsunterschied von fast 2 g be- 
stand, es fast vollistiindig in tuberkulésen Kiise umgewandelt war, 
wahrend in den drei anderen Fillen, wo Gewichtsgleichheit be- 
stand, die Linse, der Glaskérper und z. T. die Iris neben dem Kase, 
der hauptsichlich in der Cornea und Uvea safs, noch erhalten waren. 

Gleichzeitig wurden bei diesen Kaninchen Teile der tibrigen 
Organe untersucht und der Jodgehalt der tuberkulésen Teile im 
Vergleich zu dem der gesunden festgestellt. 

AuBerdem haben wir auch Meerschweinchen benutzt, die im 
bakteriologischen Institut zu diagnostischen Zwecken tuberkulés 
infiziert worden waren und relativ grofe Driisenschwellungen 
aufwiesen 

Den Kaninchen wurde 0,45, resp. 0,48 und 0,79 und in einem 
Falle (Versuch IV) an mehreren Tagen dreimal je 0,5 g Jodkali 
pro kg Tier, den Meerschweinchen wurde 0,63 bis 0,8 g Jodoform 
und 1,0 ccm Jodithyl pro 1 kg Tier an einer Kérperstelle injiziert, 
die méglichst weit von den Driisen entfernt war. Die Kaninchen, 
denen Jodkali injiziert worden war, wurden 5 bis 6 Stunden nach 
der Injektion getétet, die Meerschweinchen, die Jodoform erhalten 
hatten, nach 23 resp. 30 Stunden; das Jodithyl-Meerschweinchen 
in Versuch VII 9 Stunden nach der Injektion, wihrend das letzte 
Jodithyl-Meerschweinchen (Versuch VIII) 22 Stunden nach der 
Injektion verendete. 











310 O. Loeb und L. Michaud: 


Die Tiere wurden durch sorgfiltiges Verbluten aus der Caro- 
tis getdtet. Nur im letzten Versuch war eine Blutbestimmung durch 
den spontanen Tod des Tieres unméglich. 

Die tuberkulésen Teile wurden von den umgebenden normalen 
Geweben frei pripariert. Die Untersuchungsobjekte wurden ge- 
wogen, zerkleinert und sofort nach der von Baumann fiir die Jod- 
bestimmung in der Schilddriise ausgearbeiteten Methode behandelt. 

Wir haben nun gefunden, da8 in tuberkulésen Ge- 
weben mehr Jod gespeichert wird als in den gesunden. 

Die folgenden Versuchsprotokolle und Tabellen sollen als 
Belege dienen. Der Jodgehalt ist in mg Jodkali berechnet. 


Versuch I. Kaninchen 2210 g. Infektion vor 6 Monaten. 
28. V. 06. 12 Uhr 40 Min.: Injektion von 1,0 Jodkali subkutan. 
6 ,,: Verbluten aus der Carotis. 











Verbrannte Menge | mg Jodkali pro 
Orgee in g . lg Sehetens 

ee ak Oe 7,23 0,5 

Fr a 2,28 ? 

Muskel . . 1... ss 3,62 0,1 

ee ee ee 3,95 0,14 
Gesunde Lunge ... . 2,54 0,24 
Tuberkulése Lunge . . . 2,14 0,36 
Gesundes Auge ... . 3,60 0,21 
Tuberkulises Auge . . . 3,50 0,58 


Versuch II. Kaninchen 1850 g. Infektion vor 6 Monaten. 
4. VI. 06. 12 Uhr: Injektion von 0,9 g Jodkali subkutan. 
5 , 30 Min.: Verbluten aus der Carotis. 











Verbrannte Menge mg Jodkali pro 





magne in g 1 g Substanz 
eee ee 9,80 0,40 
a oe ee 4,09 0,08 
a ae 3,82 0,11 


Relativ gesunde Lunge mit 
vereinzelten miliaren 








«be SS 1,40 0,16 
Lunge mit miliaren Knit- 

ee See 3,21 0,24 
Caverne mit Kiise . . . 6,05 0,30 
Tbk. verkiiste Lunge .. 4,52 0,47 
Gesundes Auge mit Iristbk. 3,25 0,22 
Tuberkulises Auge . . . 1,31 0,44 
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Versuch IIL. Kaninchen 1260 g. Infektion vor 6 Monaten. 
31. V. 06. 12 Uhr 30 Min.: Injektion von 1,0 g Jodkali subkutan. 











Orgen Verbrannte Menge mg Jodkali pro 
in g 1 g Substanz 

Blut 9,40 0,68 
Muskel 4,20 0,06 
Leber . 4,03 0,11 
Gesunde Lange 3,21 0,35 
Tbk. Lunge + verkiste Me- 

diastinal-Lymphdriise 1,04 0,66 
Gesundes Auge 3,20 0,31 
Tuberkulises Auge 3,22 0,48 


Versuch IV. Kaninchen 1980 g. 
13. VL. 06. 12 Uhr 30 Min.: 


ia FE OE. BS y 
15. VI. 06. 12 , 


Infektion vor 6 Monaten. 


Injektion von 1,0 g Jodkali subkutan. 
” » 1,0, 

: - » 10, 

15. VI. 06. 6 , 15 Min. nachm.: 


n n 


” 


Entbluten aus der Connie. 








esata Verbrannte Menge | “mg Jodkali pro 

Siti in g it 1 & Substanz 
Blut 8,72 0,23 
Gesundes Auge 3,5 0,22 
Tuberkuléses Auge 3,1 0,31 


Versuch V. Meerschweinchen. 


Infektion vor ca. 3 Monaten. 


26. VI. 06. 12 Uhr: Injektion von ca. 0,4 g Jodoform in Olivendél 
subkutan. 


27. VI. 06. 6 4 : Verbluten aus der Carotis. 





Verbrannte Menge mg Jodkali pro 
Organ . 
in g 1 g Substanz 
Blut 10,10 0,144 
Muskel 2,62 0,05 
Leber . 2,94 0,06 
Niere . 3,30 0,16 
Lunge. 1,13 0,15 
Tuberkulise veilitiens Driise 1,86 0,44 





a 


Ee ern es te tp eated 
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Versuch VI. Meerschweinchen 470g. Infektion vor 
ca. 3 Monaten. 
4. VI. 06. 5 Uhr 20 Min.: Injektion von 0,3 g Jodoform in 10 ecm 
Olivenil subkutan. 








a. Wak @ : Verbluten aus der Carotis. 
Verbrannte Menge mg Jodkali pro 
wager in g | 1g Substanz . 
= : : | 
Ba 6 i Se ok. se 6,80 0,11 
Ms 6 6 a ee mS 4,00 0,03 
SP Gr Cor, ee 1,17 0 
ES ee se Se 1,90 0,06 
Tuberkulése Inguinaldriisen 3,91 0,13 





Versuch VII. Meerschweinchen. Infektion vor ca. 3 Monaten. 


26. VI. 06. 12 Uhr mittags: Injektion von 0,5 ccm Jodiithyl subkutan. 
26. VI. 06. 9 4, abends: Verbluten aus der Carotis. 











“Verbrannte Menge | mg Jodkali pro 
Orges in g 1 g Substanz 
rea 3,5 0,34 
OS ee ae 3,3 0,05 
Se ae ae ee 1,37 0,12 
Tuberkulise Lymphdriisen 4,24 0,26 


Versuch VIII. Meerschweinchen 470g. Infektion vor 
ca. 3 Monaten. 


4, VI. 06. 5 Uhr 25 Min.: Injektion von 0,5 cem Jodithyl. 
5. VI. 06. 3 ,, Tier verendet. 











Verbrannte Menge mg Jodkali pro. 
Gagne in g | 1 g Substanz 
a 2,60 0 
erase 4,43 0,26 
Tuberkulise Inguinaldriise 3,50 0,40 





Bei den mit Jodkali behandelten Kaninchen enthielt das 
tuberkulése Auge in Versuch I 2%/,mal soviel wie das gesunde, 
in Versuch II 2mal, in Versuch III und IV 1'/.mal soviel. 

In den Versuchen I, II und IV iiberstieg der Jodgehalt des 


tuberkulésen Auges denjenigen des Blutes, der beim normalen Tier 
mit Ausnahme der Schilddriise der héchste ist. 





Ee 
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Der Jodgehalt der tuberkulésen Lungen iibertraf denjenigen 
der gesunden Lungen in Versuch I um das 1'/:fache, in Versuch 
II fast um das 3 fache, in Versuch III fast um das Doppelte. 

In Versuch II zeigte es sich, daf mit zunehmender tuber- 
kuléser Veriinderung der Jodgehalt auch zunahm; denn die 
Lungenpartien mit einzelnen oder mit Gruppen kleiner miliarer 
Tuberkelknétchen hatten auffallend weniger Jod als diejenigen, 
die vollstaéndig in Kise umgewandelt waren. 

Die tuberkulés veriinderte Lunge kann soviel Jod aufspei- 
chern, daf sie das Blut erreicht (Versuch III) und sogar iibertrifft 
(Versuch IT). 

Bei den subkutan infizierten Meerschweinchen fiel die ver- 
gleichende Untersuchung der Augen natiirlich weg; ebenso konnte, 
da die Lungen nur in geringem Grade erkrankt waren, eine ver- 
mehrte Jodspeicherung dort nicht erwartet werden; wir muBten 
uns anf die Untersuchung der stark verkiisten Lymphdriisen be- 
schrinken, die eine auffallend gréBere Menge Jod absorbiert hatten 
als die tiibrigen Organe. 

In Versuch V (Jodoform) enthielt die tuberkulése Lymph- 
driise 3mal soviel Jod wie die Lunge und Niere, 9mal soviel wie 
die Muskeln und 7 mal soviel wie die Leber und tibertraf den Jod- 
gehalt des Blutes um das 3fache, das sonst immer an héchster 
Stelle steht. In Versuch VI enthielt die tuberkulése Lymphdriise 
doppelt soviel Jod wie die Lunge, viermal soviel wie die Leber 
und ungefihr eben soviel wie das Blut. 

In Versuch VII (Jodithyl) tibertraf die tuberkulése Lymph- 
driise an Jodgehalt die Lunge um mehr als das doppelte, die 
Leber um das 5fache, blieb jedoch hinter dem Jodgehalt des 
Blutes zuriick. In Versuch VIII hatte die tuberkulése Lymph- 
driise 1'/:mal soviel Jod absorbiert als die Leber. 

In simtlichen Fallen war also eine betrichtliche 
Ablenkung der injizierten Jodverbindungen in die 
tuberkulés erkrankten Organteile vorhanden. 

Von Interesse war die Frage, ob das in den tuberkulésen Or- 
ganen gespeicherte Jod daselbst in organischer Bindung sich be- 
findet oder nicht. 

Wir injizierten 19 Meerschweinchen mit Driisenschwellungen 
an vier verschiedenen Tagen mit Intervallen von 2—4 Tagen je- 


weilen 0,5 g Jodkali pro kg Tier; 48 Stunden nach der letzten 
Biochemische Zeitschrift Band III, 21 
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Injektion wurden die Tiere durch Verbluten aus der Carotis ge- 
tétet. Die fein zerhiickelten Organe wurden fiir 24 Stunden 
in Alkohol gebracht, der Alkohol abfiltriert, der Riickstand auf 
dem Wasserbade getrocknet und pulverisiert, dann im Soxleth- 
schen Extraktionsapparat solange mit Alkohol extrahiert, bis 
die Extraktionsfliissigkeit keine Jodreaktion mehr gab. Hierauf 
wurde der Riickstand nach der gleichen Methode wie in den 
obigen Versuchen verbrannt und auf Jod untersucht. Findet man 
in diesem Falle Jod, so ist anzunehmen, dal es in organischer 
KiweiBverbindung vorlag. Zur Kontrolle wurde Blut und Leber 
der Tiere ebenso behandelt und auf Jod untersucht. 

Unsere Untersuchungen fiihrten zu dem Ergebnis, da8 sowohl 
die tuberkulésen Driisen, wie in diesem Falle auch die Leber und 
das Blut nach der Alkoholextraktion vollstandig jodfrei waren. 
Eine in Alkohol unlésliche organische Jodverbindung war also 
nicht nachweisbar. 


Zusammenfassung. 


Wir haben gezeigt, daB tuberkuléses Gewebe Jodverbindungen 
in verstarktem Mafe absorbiert. Hiermit ist eine weitere Stiitze 
fiir die Jakobysche Hypothese (Ablenkung von Arzneistoffen in 
das erkrankte Gewebe) gefunden worden. 

Die erkrankten tuberkulésen Gewebe enthalten dieses Jod 
nicht in einer in Alkohol unlislichen organischen Verbindung. 


Den Herren Professoren Tavel und Kolle und Herrn 
Kollegen Dr. Tomarkin sind wir fiir die Uberlassung der tuber- 
kulésen Tiere zu Dank verpflichtet. 




















oe 





Uber die Anwendung von Antiseptiken bei Untersuchungen 
fiber Enzyme. 
Von 


A. J. J. Vandevelde (Gent- Belgien). 
(Eingegangen am 26. Januar 1907.) 


Viele Untersuchungen itiber Enzyme haben zu fehlerhaften 
und nicht ibereinstimmenden Ergebnissen gefiihrt ; die untersuchten 
Flissigkeiten sind immer bakterienhaltig, und von diesen Bakterien 
werden Enzyme abgeschieden, welche z. B. Milchkaseine und 
Gelatine'), auf gleiche Weise wie das proteolytische Enzym®*) der 
Milch zu proteolysieren vermégen. Darum wurden von den meisten 
Forschern sterile Untersuchungsbéden benutzt, oder es wurden 
durch Anwendung von Antiseptiken diese Béden sterilisiert. 

Da die meisten Enzyme durch eine Temperaturerhéhung ver- 
nichtet werden, ist es nicht méglich, mittels Warme sterile Enzym- 
praparate zu bekommen; mit gewissen Antiseptiken wird nun 
versucht, die Wirkung von Bakterien zu unterdriicken, ohne der 
Wirkung der Enzyme zu viel zu schaden. 

Verschiedene chemische Verbindungen kénnen bei solchen 
Untersuchungen nicht angewandt werden; mit Formol z. B. werden 
in Fliissigkeiten die Bakterien sehr leicht vernichtet, aber es ist auch 
keine Enzymwirkung mdglich; die meisten Phenole und Alkohole 
sind gegeniiber Enzymen gleichfalls schidlich. Schon in 1894 


*) Von H. De Waele und von mir wurde die Aufliésung von Milch- 
kasein und von Gelatine durch B. pyocyaneus, B. anthracis, B. mega- 
therium, B. typhosus, B. Coli usw. untersucht. (Centr. Bakt. I, 89, 353 
bis 357. 1905). 

*) A. J.J. Vandevelde, H. De Waele u. E. Sugg. Beitr. chem 
Physiol. und Pathol. 5, 571. 1904. 
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wurde von Schwiening') auf die ungiinstige Wirkung von Thy- 
mol, Fluornatrium und Chloroform auf Autolyseerscheinungen bei 
tierischen Geweben berichtet. Siuren, alkalinische Basen, die 
meisten Salze, wie Chlorquecksilber, Silbernitrat, kénnen nur mit 
groBen Schwierigkeiten angewandt werden, da sie chemisch auf 
das zu untersuchende Material reagieren. 

Stoklasa*) und seine Schiiler haben tiber die Wirkung von 
Enzymen und enzymihnlichen Substanzen verschiedene Mitteilun- 
gen veréffentlicht; ihre Untersuchungen wurden unter Anwendung 
von Toluol und von Thymol ausgefiibrt. 


Thymol tibt auf die Sterilisierung bei einer Temperatur 
von 38—40°C keine echte Wirkung, wie dieses von Mazé*) und 
auch von mir beobachtet wurde. Toluol schadet den Enzym- 
wirkungen nicht, doch ist es gewohnlich kein bakterientétendes 
Mittel. Jedoch teilt Hildebrandt‘) mit, es sei ihm gelungen mit 
einem groBen Toluoliiberschu8, nach mehrstiindigem Schiitteln 
und nachdem et eine Toluolschicht iiber die Fliissigkeit gegossen 
hatte, ganz keimfreie Praparate zu bereiten. Gewéhnlich ist dem- 
nach Toluol nicht zu empfehlen, wie es auch durch meine Unter- 
suchungen bewiesen wurde; darum wurden auch die Ergebnisse 
der Stoklasaschen’ Untersuchungen von Mazé°) und von Weig- 
mann, Héft und Gruber’®) bezweifelt. 


Mit Chloroform sind die Bakterien nur einige Tage ge- 
schwiicht, derart, daf dieses Reagens nur fiir eine kurze Auf- 
bewahrung") dienen kann, dagegen nicht fiir eine lange. 


) Virch. Arch. 186, 444. 1894. 

*) Chem. Ber. 86, 622 bis 634 und 4058 bis 4069. 1903. 5. Intern. 
Kongr. angew. Chemie. Berlin 1903, Ber. III, 505 bis 518. Centr. Physiol. 
16, 712 u.17, 209, 465. 1903. Arch. Ges. Physiol. 101, 311 bis 339. 1904. 
Beitr. chem. Physiol. 8, 460 bis 509. 1903. Ztschr. Zuckerind. Bohm. 27, 
633 bis 662. 1903. Arch. Hyg. 50, 169 bis 182. 1904. Ztschr. landw. 
Vers. West. Oest. 7, 755 bis 744. 1904. Bot. Ber. 22, 358. 1904. 

5) Ann. Inst. Pasteur, 18, 378 bis 381. 1904. 

*) Beitr. chem. Physiol. 5, 463 bis 475. 1904. 

5) Ann. Inst. Pasteur 18, 382 bis 384 und 538 bis 544. 1904. 

*) Chem. Zeitung 29, 408. 1905. 

") Nach H. Van Laer (Bull. denr. aliment. 1901, 280) kann eine mit 
Chloroform versetzte diastatische Malzauflisung nicht linger als 15 Tage 
aufbewahrt werden. 
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Untersuchungen tiber enzymatische Wirkungen in der Milch 
unter Anwendung von Antiseptiken sind schwer auszufiihren, da 
Milch aus einer wiisserigen Auflésung mit emulsionierten Fettkér- 
perchen zusammengesetzt ist. Wenn man Milch mit Toluol, 
Chloroform usw. versetzt, lést sich das Fett in diesen Reagentien 
leicht, aber es mischen sich diese Antiseptica mit der wiisserigen 
Fliissigkeit nicht; daher ist die Wirkung selbst unzureichend. 
Andere Antiseptiken tiben eine umgekehrte Wirkung, da sie sich 
in der Fliissigkeit auflésen, dagegen im Fette nicht. 

Mit Keton kann eine Lésung in Fett wie auch in Wasser 
ind wisserigen Fliissigkeiten entstehen, doch ist Keton allein kein 
ausreichend antiseptisch wirkender Stoff. Diese Verbindung kann 
jedoch mit gutem Erfolg benutzt werden, wie ich aus meinen 
Untersuchungen konstatieren konnte, wenn sie erst mit Jodoform 
versetzt wird; wenn eine Jodoformlésung in die Milch oder eine 
andere Fliissigkeit eingebracht wird, so lést sich Keton leicht in 
dieser Fliissigkeit auf und das Jodoform wird als fein pulverige 
Masse in der ganzen Fliissigkeit niedergeschlagen. Folglich iibt 
das Jodoform, welches gewéhnlich als unléslicher Stoff ein sehr 
geringes antiseptisches Vermégen besitzt, eine sehr starke Wirkung 
auf die Bakterien, welche ganz vernichtet werden, ohne den zu 
untersuchenden Enzymen zu schaden. 

Meine Untersuchungen mit H. De Waele und E. Sugg’) 
haben zu dem Schlu& gefiihrt, da’ die mit Wasserstoffhyperoxyd 
und ferner mit Katalase versetzte Kuhmilch ganz sterilisiert wer- 
den kann, und daf auBerdem die letzten Spuren des Wasserstoff- 
hyperoxyds verschwinden kénnen. Solche sterile rohe Milch ist 
natiirlich bei Enzymuntersuchungen sehr empfehlenswert, doch 
ist der Gebrauch derselben bei zahlreichen Proben, niimlich wenn 
verschiedene Milchsorten zugleich zu untersuchen sind, nicht leicht 
zu handhaben; in meinen jiingsten Untersuchungen habe ich die 
Ketonjodoformmethode gewihlt. 

Ich habe als vorlaiufige Untersuchungen zentrifugierte Kuh- 
milech C207 und C208 mit Chloroform, Toluol, Xylol, Keton, 
thymolhaltigem Keton, Thymol und jodoformhaltigem Keton ver- 
setzt. In sterilisierten, mit Wattepfropfen geschlossenen Roéhren 
habe ich 25 ccm der zu untersuchenden Milchsorten gebracht, mit 


) Beitr. chem. Physiol. 6, 571. 1904. Centr. Bakt. I, 18, 30 bis 
38. 1904. 
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dem Antiseptikum versetzt und kriftig geschiittelt, im Schrank 
bei 37,5° C verschiedene Tage bewahrt und ferner jeden Tag zwei- 
mal kraftig geschiittelt. 

In je 25 ecm Milch C207, und immer doppelt ausgefertigt, 
wurden die folgenden Mengen Stoffe gebracht: 3 cem und 1,5 cem 
Chloroform, 3 cem und 1,5 cem Toluol, 3 eem und 1,5 cem Xylol, 
5 ecm und 2,5 cem Dimethylketon, 1 cem und 0,5 cem einer 
1°/o tigen Thymolauflésung in Dimethylketon, 0,1 g und 0,05 g 
Thymolpulver. 

Fiir je 25 ccm Milch C 208 wurden, auch immer doppelt, ge- 
braucht: 5 cem Toluol, 5 cem Chloroform, 3,3 ccm, 6,6 ccm, 
10 cem, 18,3 ccm und 16,6 cem einer 3°/o igen Jodoformauflésung 
in Dimethylketon, welche Mengen mit 0,1 g, 0,2 g, 0,3 g, 0,4 g 
und 0,5 g Jodoform fiir 25 cem Milch iibereinstimmen. 

Nach sechs Tagen wurden die Réhren mit der Milch C 207 
mikroskopisch und mit Bouillonréhren bakteriologisch untersucht, 
und es wurde gefunden, daB sie mit Bakterien infiziert waren. 

Die Milch C 208 wurde zugleich bakteriologisch untersucht 
und die Mengen der Proteine bestimmt. Nach fiinf Tagen waren 
die mit Toluol und mit Chloroform versetzten Milchréhren stark 
infiziert; dagegen waren die mit Jodoformketon versetzten Milch- 
proben selbst noch nach 15 Tagen und mehr steril geblieben. 
Eine Menge von 0,1 g Jodoform fiir 25 cem Milch ist demnach 
schon fiir eine gute Bewahrung geniigend. Eine griéBere Menge ist 
jedoch fiir Enzym-Wirkungen schiidlich. Bei derselben Milch 
C 208, welche eine prozentige Menge von 3,6656 g Protein ent- 
hiilt, wurde nach 5 und 15 Tagen in den mit den oben mitgeteilten 
Mengen Jodoformketon versetzten Proben die folgenden prozen- 
tigen Proteinmengen gefunden. 


Milch C 208 : 3,6656 GV. °/» 





Fiir 100 ccm Milch s 


ot —| Nach 5 Tagen | Nach 15 Tagen 
ccm Jodoform- g Jodoform GV.%/, GV.%, 
ketonauflésung 3°/, | 





16,6 0,4 


33,3 0,8 2,5444 2,1268 
50,0 1,2 2,9956 | 2,2440 
66,6 1,6 3,1436 3,0836 





83,3 | 2,0 3,4336 3,3132 
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Diese Dosierung geschah durch Erwiirmen der mit Wasser 
verdiinnten und mit Essigsiure versetzten Milch und Waschen des 
Niederschlages mit Wasser, Alkohol und Ather, auf welche Weise 
das Jodoform ganz entfernt wurde. Bei Anwesenheit von Jodoform 
ist demnach die Proteolyse der Proteide méglich, in iihnlicher Weise 
wie ich friiher mit De Waele und Sugg') fand, aber es wird 
auch durch Erhéhen der Konzentration des Jodoforms die Proteo- 
lyse verzégert. Mit einer Menge von 0,4 g in Keton aufgeléstem 
Jodoform wird keine Schiidigung in der Enzymwirkung konsta- 
tiert, und zugleich ist eine volle Sterilitat gesichert. 

Demnach ist es méglich, unter sehr giinstigen Bedingungen 
Untersuchungen iiber Enzyme anzustellen, und ich werde bald 
meine Ergebnisse damit tiber Proteolase, Lipase, Salolfermente, 
zuckerspaltende und niederschlagende Enzyme mitteilen. 


) A.a. O., Beitr. chem. Physiol. 5, 571. 1904. 
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Ein weiterer Beweis der chemischen Verwandtschaft des 
Chlorophylis und Blutfarbstoffs. 


(Vorliufige Mitteilung.) 


Von 
L. Marchlewski. 


(Vorgelegt der Akademie der Wissenschaften zu Krakau.) 
(Eingegangen am 3. Januar 1907.) 


Zu den vielen Beweisen der chemischen Verwandtschaft des 
Chlorophylls und Blutfarbstoffs kann ich heute einen neuen, und 
wie ich glaube, interessanten zufiigen. 

Die Muttersubstanz des Hiimatoporphyrins, das Hiimin, ist 
bekanntlich eine Eisenverbindung von sehr charakteristischen che- 
mischen und physikalischen Eigenschaften. Das Eisen ist in dem- 
selben stark gebunden, ,,maskiert“ und kann nur durch sehr ener-- 
gische Eingriffe abgetrennt werden, wobei das Haimatoporphyrin 
entsteht. Himin steht dem Hiamoglobin insofern sehr nahe, als 
es glatt bei der Hydrolyse desselben abgespalten wird und den 
fiirbenden Komplex enthalt. Bemiihungen, das Himin oder das 
aus demselben durch Alkaliwirkung entstehende Himatin aus 
dem Himatoporphyrin zu rekonstruieren, scheinen in der letzten 
Zeit mit positiven Resultaten gekrént worden zu sein. Laidlaw‘) 
will auf einfachem Wege zum Himatin gelangt sein, wahrend die 
interessante Abhandlung von J. Zaleski*) Andeutungen in der- 
selben Richtung enthiilt. Letzterer Forscher erhielt aus dem Meso- 
porphyrin eine Eisenverbindung, die sich sehr ahnlich wie das 


*) Journal of Physiol. 1904, 464. 
*) Ztschr. f. physiol. Chem. 48, 11. 1904. 
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Hiimin verhielt und eine Zusammensetzung, entsprechend der 
Formel Cs, Hs¢0O,N4FeCl, besaB. Diese neue Verbindung, von 
Zaleski hydrogenisiertes Himin benannt, besitzt nach ihm ein 
Spektrum, welches dem des eigentlichen Hiimins sehr iihnlich ist. 
Es enthilt dieselben Binder, nur etwas mehr nach Violett hin ver- 
schoben. Durch Spaltung mit Bromwasserstoffsiure in essigsaurer 
Lésung liefert das hydrogenisierte Haimin Mesoporphyrin. Die 
vollstindige Ubereinstimmung der Eigenschaften der beiden Blut- 
farbstoffporphyrine und des Phylloporphyrins, besonders auch in 
Bezug auf die leichte Bildung von Metallverbindung mit einigen 
zweiwertigen Metallen wie Zink, welche ganz analoge spektrosko- 
pische Eigenschaften besitzen, machte es sehr wahrscheinlich, da 
Phylloporphyrin auch eine dem Hiimin ahnliche Eisenverbindung 
liefern wird. [ch habe mich in meiner Vermutung nicht getiuscht, 
es gelingt in der Tat leicht, aus dem Phylloporphyrin eine Ver- 
bindung zu erhalten, die in ihrem Verhalten dem Himin tiius- 
chend dhnlich ist. 

Bei der Darstellung dieses ,,Phyllohiimins*, wie ich die Sub- 
stanz vorliufig bezeichnen will, verfuhr ich ganz analog wie Za- 
leski bei der Darstellung des hydrogenisierten Hiamin, nur konnte 
ich nicht nach genau anzugebenden Mengeverhiiltnissen arbeiten, 
da ich vorliiufig den Versuch nur in sehr geringem MaBstabe aus- 
fiihren konnte. 

Phylloporphyrin wird in warmem Eisessig, der mit Kochsalz 
gesittigt war, gelést, wobei es sofort in Salzséure-Salz umgewandelt 
wird, und zu dieser Lésung in 50°/jigen Essigsiure geléstes Mohr- 
sches Salz zugesetzt und das Gemisch einige Zeit auf dem Wasser- 
bade erwiirmt. Die urspriingliche wunderschoéne kirsch-rote Losung 
des Phylloporphyrinchlorhydrates wird alsbald geiindert, sie be- 
kommt einen braunen Stich, und dieser Farbenumschlag wird im- 
mer deutlicher, bis endlich eine Lésung entsteht, deren Farbe von 
der des Hiimins nicht zu unterscheiden ist; sie ist héchstens eine 
Idee réter. Sobald weiteres Erwirmen und Eisenzusatz auf die 
Farbe von keinem Einflu8 ist, kann die Reaktion als beendet ange- 
sehen werden. Die Untersuchung der Lisung im Spektroskop zeigt 
nun, daf bei der beschriebenen Reaktion Phylloporphyrin in einen 
Farbstoff umgewandelt wird, dessen spektroskopische Eigenschaften 
denen des Hiimins durchaus gleichen, nur sind die Bander, wie zu 
erwarten war, mehr nach dem violetten Ende hin verschoben. Das 
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Hiimin besitzt, in Chloroformlésungen, wie friiher gezeigt wurde '), 
drei, nicht zwei Binder, wie friihere Forscher angegeben hatten, 
deren Lagen durch die folgenden Wellenlingen charakterisiert sind: 
Band I: 4 655—630 
Il: A 555—534 
Band ,,: 4 524—497*). 

Kin ganz analoges Spektrum zeigt auch das Phyllohiamin. Zur 
Isolierung desselben verfuhr ich wie folgt. Die essigsaure, filtrierte 
Losung wurde eingedampft und der trockene Riickstand mit anilin- 
haltigem Chloroform aufgenommen. Nach dem Filtrieren wurde 
mit mit Kochsalz gesittigtem Eisessig angesiuert und von neuem 
zur Trockene verdampft. Der jetzt erhaltene Riickstand wurde 
dann in essigsaurer Lésung, wie auch solcher in Chloroform, 
spektroskopisch untersucht. 

Ich bin jetzt wieder in der Lage, mich ausschlieflich wissen- 
schaftlichen Studien zu widmen, und ich hoffe daher, die vielen von 
mir beriihrten Fragen der Chlorophyllchemie, besonders auch die 
auf Phylloporphyrin beziiglichen wieder in Angriff zu nehmen. Das 
analytische Studium des Phylloporphyrins und des Phyllohimins 
soll in erster Linie Beriicksichtigung finden. 


1) Bull. de l’Acad. des Sciences de Cracovie 1904, 227. 
*) In konz. Lisungen bemerkt man noch ein viertes sehr schwaches 
Band auf der Na-Linie. 




















Bemerkungen zu der Arbeit von F. Sachs: .,Farben- 
reaktionen der Pentosen“. 


Von 
Dr. Manfred Bial. 


(Eingegangen am 7. Januar 1907.) 


Unter obigem Titel veréffentlicht F. Sachs’) vergleichende 
Untersuchungen iiber die Leistungen einiger Pentose-Reaktionen. 
Im speziellen berichtet der Autor tiber mein Pentose-Reagens’*), 
da8 es mit normalem und glukuronsiurehaltigem Urin keinen Aus- 
schlag, dagegen stets positiv Reaktion mit nativem Pentosurie- 
Urin zeige*). Trotz dieser Eigenschaften ist der Autor mit dem 
Pentose-Reagens nicht zufrieden, da es mit Harnen, denen kiinst- 
liche l-Arabinose zugesetzt ist, erst dann Reaktion ergebe, wenn der 
Prozentgehalt 0,2°/p betriigt. Das Reagenz sei also wenig scharf. 

Zu dieser ungiinstigen Beurteilung konnte F. Sachs nur da- 
durch kommen, da er ein unzulissiges und unrichtiges Kriterium 
zur Priifung des Pentose-Reagens heranzieht, niimlich den Gehalt 
an 1-Arabinose‘*). 


®) Biochemische Ztschr. 1, H. 5—6. 

*) Das Pentose-Reagens besteht aus 1 g Orcin, 500 cem 30°/, iger HCI 
und 20 gtt. liq. ferr. sesqu. (Deutsche mediz. Wochenschr. 1908, Nr. 27). 
Zur Ausfiihrung der Probe erhitzt man ca. 4 ccm Pentose-Reagens im 
Reagenz-Glas bis zum Sieden, entfernt das Glas von der Flamme und 
triufelt einige Tropfen Urin dazu. Bei Pentosurie erfolgt sofort oder nach 
ein paar Sekunden starke Griinfirbung. Das Reagens ist in dunkler 
Flasche aufzubewahren. 

8) Der von Sachs bei Klinne & Miiller, Berlin, LouisenstraBe 
bezogene Probe-Urin ist der eines Pentosurikers aus meiner Beobachtung. 

*) Dasselbe unrichtige Kriterium verwenden Geelmuyden (Ztschr. 
f. klin. Medizin 58, 1906) und Jolles (Centralbl. f. inn. Medizin 1906, 
Nr. 43) und machen deshalb Aussetzungen. 
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Ich habe meine Reagenz nicht zur Untersuchung auf 1-Ara- 
binose empfohlen, sondern zur Diagnose der Pentosurie. 1-Arabi- 
nose aber und die Pentose des nativen Pentosurie-Urins verhalten 
sich bei mehreren Reaktionen ganz verschieden, wofiir S. in 
seiner Mitteilung sogar neue Beweise bringt. Er zeigt ausdriick- 
lich, daf nativer Pentosurie-Urin sich in bezug auf die Jollessche 
und Neumannsche Probe anders verhiilt als |-Arabinose und so- 
gar die i-Arabinose, die C. Neuberg aus Pentosurie-Urin rein dar- 
gestellt hat. Daf mein Reagens auf l-Arabinose nicht besonders 
scharf reagiert, ist mir langst bekannt; auf das Verhalten zu 1-Ara- 
binose kommt es auch gar nicht an. Klinisch ist wichtig und zu 
fordern, da es auf Pentosurie-Urin scharf reagiert. Das bestiitigt 
mir ausdriicklich Sachs; und ich will hinzufiigen, daf ich an 
Hunderten von Pentosurie-Urinproben von meinen 6 Pentosurie- 
Fallen’) stets positiven Befund mit meinem Reagens erhoben 
habe und aus der Literatur ersehe, dafi andere Untersucher den- 
selben guten Erfolg hatten °). 

Einen besonders schlagenden Nachweis, wie scharf das Rea- 
gens ist, habe ich des 6fteren schon erwihnt; ich gab mehrmals 
— auch in einer Mitteilung, von der Sachs Notiz genommen hat 
(Centr.-Bl. f. inn. Medicin 1906 Nr. 4) — an, da®B mein Reagens 
noch scharfen Ausschlag gibt, wenn man frischen oder nicht zu 
alten, nativen Pentosurie-Urin mit normalem Harn auf das fiinf- 
fache verdiinnt. Bei solchen Urinen ist die alte Orcin-Reaktion oft 
unsicher, zum mindesten sehr schwach, die Fehlingsche Reaktion 
fallt nicht mehr positiv aus. Es ist also doch klar, daf Pentosurie- 
Urine, welche geniigende Mengen Pentose enthalten, um mit Feh- 
ling zu reagieren und dadurch klinisch aufzufallen, mit meinem 
Reagens positiven Befund ergeben miissen °). 


1) M. Bial, Ztschr. f. klin. Medizin 39, 5 bis 6 und Berl. klin. 
Wochenschr. 1904, Nr. 21. 

®) Bendix, Miinch. med. Wochenschr. 1908. Tintemann, Ztschr. 
f. klin. Medizin 58, 1906. E. Kraft, Pharmazeutische Ztschr. 1906. 
F. Blum, Ztschr. f. klin. Medizin 59, 1906. 

%) Der native, von Sachs untersuchte Pentosurie-Urin reduziert 
iibrigens bei jetziger Untersuchung so stark wie eine 1-Arabinoseliésung 
von 0,132°/,. Ein anderer Pentosurie-Urin, der noch nicht so lange kon- 
serviert ist, reduziert wie eine 0,25 °/,ige 1-Arabinoselisung; bei fiinffacher 
Verdiinnung dieses Urins mit normalem Urin fallt in der Mischung die 
Probe mit Pentose-Reagens noch scharf aus. Ich bin gern erbitig, Inter- 
essenten Proben dieses Pentose-Urins zugehen zu lassen. 
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Mehr ist vom Standpunkt des Klinikers nicht zu 
fordern. 

Ich will hierbei nicht unterlassen, zu betonen, daB meir. Rea- 
gens vor der alten Orcin-Reaktion nicht nur den formalen Vorzug 
der gréBeren Handlichkeit, sofortigen Gebrauchsfertigkeit und 
Einfachheit wegen des Fortfalls der spektroskopischen Unter- 
suchung hat, sondern auch den materiellen der Eindeutigkeit. 
Mein Reagens reagiert bei der Harnuntersuchung absolut nur auf 
Pentose, nicht auf gepaarte Glukuronsiuren, waihrend die Orcin- 
Reaktion, wenn die vorschriftsmaBige Kochzeit — '/; Minute nach 
Blumenthal") — eingehalten wird, auch positiv bei einer Reihe 
von im Harn beobachteten Glukuronsiauren ausfillt. Erhitzt man 
allerdings nur zum Sieden, wie Sachs angibt, dann reagieren 
gepaarte Glukuronsiiuren selten mit der Orcin-Reaktion (gewisse 
wie Kresolglukuronsiéure jedoch auch, wie Sachs selbst angibt), 
aber dann ist die Empfindlichkeit dieser Probe fiir Harne, die 
]-Arabinose enthalten, und nativen Pentosurie-Urin auch viel ge 
ringer (0,1 °/y 1-Arabinose-Harn gibt keinen Ausschlag mehr, eben- 
sowenig fiinffach verdiinnter Pentosurie-Urin). Allen diesen Un- 
sicherheiten und vorsichtigen Erwiaigungen iiber die Kochzeit geht 
man am einfachsten aus dem Wege durch Verwendung von Pentose- 
Reagens, welches, wie Sachs auch bestitigt, nicht mit normalem 
Harn noch mit solchem, der gepaarte Glukuronsiiuren enthiilt, 
reagiert, sondern nur mit Pentose, und damit am einfachsten zur 
Diagnose der Pentosurie fiihrt. 


*) Lehrbuch der Harnuntersuchungsmethoden. Berlin 1902. 
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Uber das Vorkommen von Athylalkohol und Athylester 
im Tierkérper. 


Von 
Dr. Felix Reach. 


Aus dem physiologischen Institut der k. k. Hochschule 
fiir Bodenkultur in Wien.) 


(Eingegangen am 7. Januar 1907.) 


Die Frage, ob Alkohol im tierischen Organismus vorkomme, 
ist schon wiederholt Gegenstand von Untersuchungen gewesen. In 
jiingster Zeit hat sie dadurch an Aktualitét gewonnen, daB sie mit 
der Glykolyse in Zusammenhang gebracht wurde. Umsomehr 
machte es sich unangenehm bemerkbar, da bis vor kurzem eine 
gute Methode, Alkohol in kleinen Mengen mit Sicherheit nachzu- 
weisen und zu bestimmen, fehlte. Die bisher erhaltenen Resultate 
sind denn auch recht widersprechend. Nicht einmal iiber die 
kleine Detailfrage, ob Alkohol bei der Fiiulnis des Fleisches ent- 
stehe, herrschte Einigkeit. 

Von einer historischen Ubersicht kann hier woh] abgesehen 
werden, da Landsberg!), der vor kurzem Untersuchungen iiber 
diesen Gegenstand anstellte, die Literatur dariiber zusammenge- 
stellt hat. 

Landsberg selbst bedientesich des Verfahrens von Nicloux’), 
das in der Oxydation des Alkohols mit Chromsaure besteht. Die 
Reaktion, die dieser Bestimmung zugrunde liegt, kann nun auch 
von anderen organischen Substanzen herriihren. Landsberg hat 


*) Ztschr. f. physiol. Chem. 41. 
*) Recherches expérimentales sur ]’élimination de |’alcool dans lor- 
ganisme. Paris 1900, 
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es daher fiir nétig erachtet, den Alkohol dadurch zu identifizieren, 
daB er mit dem Oxydationsprodukte Aldehydreaktionen anstellte. 
So erscheint zwar der qualitative Nachweis des Alkohols gestiitzt, 
ob aber die verbrauchte Chromsiuremenge nur auf Alkohol zu be- 
ziehen sei, bleibt fraglich, sodaf eine neuerliche Priifung des 
Gegenstandes mit einer anderen Methode nicht iiberfliissig sein 
diirfte. 

Vor kurzem publizierte nun Stritar') ein neues Verfahren 
fiir die Bestimmung kleiner Mengen von Athylalkohol, welches 
wohl besondere Beachtung von seiten der Biochemiker verdient. 
Das Verfahren besteht in der Anwendung des Jodidverfahrens 
von Zeisel und Fanto*) (einer Modifikation der Zeiselschen 
Alkoxylbestimmung) auf den Athylalkohol. 

Das Prinzip der Methode besteht in Folgendem: Die alkohol- 
haltige Fliissigkeit wird destilliert, das Destillat wird mit Jod- 
wasserstoffsiiture gekocht, wobei sich Atyljodid bildet. Dadurch, 
daB die jodidhaltigen Dimpfe durch eine Suspension von rotem 
Phosphor geleitet werden, wird die Jodwasserstoffsiure absorbiert und 
beim nachherigen Eintritt des Gases in eine alkoholische Silber- 
nitratlésung wird das Jod des Athyljodids an Silber gebunden. 
Die Ausfillung des Reaktionsproduktes wird erst durch Verdiin- 
nung der alkoholischen Silberlésung mit Wasser vollendet. Tang] *) 
hat das Jodidverfahren zur Bestimmung des Glyzerins im Blute 
herangezogen und es bei dieser Gelegenheit an einer auch den 
Physiologen gut zugiinglichen Stelle ausfiihrlich beschrieben. 

Ich habe mich dieses Verfahrens zur Bestimmung von Athyl- 
alkohol bei einer Reihe von Versuchen bedient, die urspriinglich 
von ganz anderen Gesichtspunkten aus unternommen wurden, als 
die sind, die sich im Verlauf der Untersuchung ergaben. Diese 
Versuche fiihrten einerseits zu einer Nachpriifung der Angaben 
iiber das Vorkommen von Athylalkohol im Tierkérper, andererseits 
forderten sie auherdem die Tatsache zutage, daf im tierischen 
Organismus Athylalkohol in Form von Estern enthalten 
ist. Dieser letztere Befund, der mehrfache biologische Bedeutung 
besitzen kénnte, muBte als etwas vollkommen Neues mit besonderer 


’) Ztschr. f. physiol. Chem. 50. 
*) Ztschr. f. analyt. Chem. 42. 
8) Archiv f. d. gesamte Physiologie (Pfliiger) 115, 156 ff. 
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Vorsicht gepriift werden, ,und es war hier nétig, den Alkohol noch 
durch weitere Methoden zu identifizieren. 

Ich teile zuerst jene Versuche mit, welche sich auf das Vor- 
kommen von Athylester beziehen, und komme dann auf den 
freien Alkohol zuriick. 

Ich untersuchte zunichst Leichenorgane eines Alkoho- 
likers. 

Versuch 1. 670 g Leber wurden mit der Fleischhackmaschine 
zerkleinert, durch mehr als 24 Stunden auf dem Wasserbade ge- 
trocknet und dann in einer Pulvermiihle nochmals fein zerkleinert. 
Das so erhaltene Pulver wurde mit Petroleumiather extrahiert. Der 
Extrakt wurde nach dem Abdestillieren des Petroleumithers noch 
mehr als 24 Stunden im Trockenschrank bei 100° gehalten. Er 
wog ungefahr 10g. 9,9316g davon wurden durch Kochen mit kon- 
zentrierter Kalilauge am RiickfluBkiihler verseift. Das Verseifungs- 
gemisch wurde wiederholt destilliert, wobei das Destillat stets 
®/s—"/2 des Volumens der destillierten Fliissigkeit betrug. Unter 
dieser Bedingung gewinnt man, wie Stritar gezeigt hat, aus ver- 
diinnten Lésungen den ganzen Alkohol. Das letzte Destillat maf 
6 ccm. 5 cem hiervon wurden dem Jodidverfahren uinterworfen 
und ergaben 0,0448 g JAg. Auf den ganzen Extrakt als Alkohol 
umgerechnet ergibt das 11,0 mg Alkohol oder 0,11 °/o. 

Vers. 2. 80g vom Mesenterium desselben Alkoholikers 
wurden in gleicher Weise extrahiert. 31,15 g des Extraktes wur- 
den verseift; die Hilfte des letzten Destillats ergab nur 0,0048 g 
JAg; das entspricht etwas weniger als 1 mg Alkohol oder (auf den 
Extrakt bezogen) 0,006 °/9. Es mu jedoch bemerkt werden, daB 
sehr geringe Niederschlagsmengen beim Jodidverfahren auch da- 
durch entstehen kénnen, daf nicht absorbierte Jodwasserstoffreste 
in die Silberlésung gelangen. Immerhin ist die gefundene Menge 
groB genug, um zu beweisen, da das Mesenterium Spuren der frag- 
lichen Substanz enthalt. Andererseits ist die Menge des Jodsilbers 
bedeutend kleiner als im Versuch 1, in dem viel weniger Extrakt 
zur Verwendung kam. 

Vers. 3. Aus dem Unterhautzellgewebe derselben Leiche er- 
haltene 6,0124 g Petroleumitherextrakt ergaben die minimale 
Menge von 0,0003 g JAg. Dieses Resultat kann nicht als positiv 
bezeichnet werden, da die gefundene Menge innerhalb der Fehler- 
grenze liegt. 
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Das Resultat dieser Untersuchung schien darauf hinzudeuten, 
dafs der Alkoholiker in seiner Leber einen Teil des aufgenomme- 
nen Alkohols als Ester deponieren kiénne, wiihrend in den anderen 
untersuchten Geweben nur Spuren nachzuweisen waren. Es wur- 
den Kontrolluntersuchungen an normalen Geweben vorgenommen, 
um zu sehen, wie die Verhaltnisse beim Tiere liegen, das sicher 
keinen Alkohol zu sich genommen hat. 

In den Versuchen 4, 5 und 6 wurde Pferdeleber in der glei- 
chen Weise verarbeitet, wie friiher Menschenleber. Bei Unter- 
suchung von 20,32 g, 31,03 g und 12,49¢ ergab sich ein Alkohol- 
gehalt von 0,05 °/o, 0,02 °/o und 0,14 °/o. Man sieht also, daB 
auch normale Leber nach dem Kochen mit Kalilauge in wechseln- 
der Menge eine Substanz enthalt, welche mit Wasserdampf fliichtig 
ist und die Jodidreaktion gibt. Die untersuchte Siiuferleber wird 
hinsichtlich des Gehaltes ihres Petroleumiitherextraktes an der 
fraglichen Substanz sogar von einer der Pferdelebern tibertroffen. 
Es ist immerhin méglich, daf eine fette Siuferleber im ganzen 
mehr davon enthialt als normale Leber. Leider hatte ich bisher 
nur einmal Gelegenheit, Alkoholikerorgane in dieser Beziehung zu 
untersuchen. 

Es wurde nun weiter gepriift, ob die alkoholabspaltende Sub- 
stanz ein Begleiter des tierischen Fettes ist. 

Im Versuch 7 wurden 165 g aus dem Mesenterium des Pfer- 
des ausgeschmolzenen Fettes verseift und das Produkt nach 
wiederholter Destillation dem Jodidverfahren unterworfen. Die 
Silberlésung zeigte beim Verdiinnen nur eine minimale Triibung, 
die nicht fiir einen positiven Ausfall in Anspruch genommen 
werden kann. 

Vers. 8. 360g Unterhautzellgewebe und Muskulatur vom 
Schweine wurden zerkleinert und ausgeschmolzen. 44,01 g des 
Fettes ergaben nur 0,0026 g JAg. Das entspriiche 0,6 mg Alko- 
hol oder 0,0008 °/o. 

Vers. 9. Der Riickstand nach dem Ausschmelzen im Ver- 
suche 8 wurde mit viel Petroleumiither extrahiert. 25,48 g 
dieses Extraktes lieferten 0,0069 g JAg, entsprechend 1,4 mg oder 
0,006 °/y Alkohol (auf den Extrakt bezogen). 

Versuch 7 lat also keinen Alkohol, Versuch 8 héchstens 
Spuren davon im Fette erkennen. Da aus einem Gemenge von 


Muskeln und Fettgewebe beim Ausschmelzen im Versuch 8 viel 
Biochemische Zeitschrift Band III. 22 
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weniger Ester gewonnen wurde als beim darauffolgenden Extra- 
hieren mit Petroleumither im Versuch 9, deutet darauf, da dieser 
Ester aus den Muskeln oder aus den Zellen des Gewebes stammt, 
nicht aber dem Fett angehért. 

Es war der Verdacht nicht ganz abzuweisen, da die fliich- 
tige Substanz, welche die Jodidreaktion gab, aus dem Lezithin ab- 
gespalten war. Dieses enthilt ja im Cholin eine Athoxylgruppe. 
Freilich ist eine derartige Abspaltung aus Lezithin oder aus seinem 
Spaltungsprodukte Cholin bisher nicht beobachtet worden. Anderer- 
seits ergab sich, wie schon friiher erwahnt, die Notwendigkeit, die 
Art der Substanz noch auf anderem Wege festzustellen. 

In der Hoffnung, durch ein negatives Resultat in einem lezi- 
thinreichen Gewebe das Lezithin ausschlieBen zu kénnen und 
gleichzeitig in der Frage nach der Verbreitung des gefundenen 
K6rpers einen Schritt vorwirts zu machen, untersuchte ich Gehirn. 

Vers. 10. 27,21 g Petrolitherextrakt aus Pferdehirn er- 
gaben nach dem Verseifen und wiederholtem Destillieren im 
Jodidverfahren 0,2357 g JAg, was 48,3 mg oder 0,18 °/o Alkohol 
entspricht. Es enthalt somit der Gehirnextrakt mehr von der 
Substanz als die Extrakte der untersuchten Lebern. 

Ich griff nunmehr zum Fett des Eigelbs (,, Eierél“). 

Vers. 11. 16,84 g Eierél ergaben 0,0602 g JAg (entsprechend 
13,3 mg oder 0,07 °/p Alkohol). 

Vers. 12. 12,53 g eines anderen Kieréls ergaben 0,0543 g 
JAg (entsprechend 10,3 mg oder 0,10°/) Alkohol). 

Es muf jedoch bemerkt werden, da die erhaltenen Zahlen 
in Versuchen 11 und 12 etwas zu niedrig sind. In diesen beiden 
Versuchen wurde nimlich nur eine halbe Stunde mit Kalilauge 
gekocht, wihrend die Verseifung bei allen anderen Versuchen 
mehrere Stunden lang fortgesetzt wurde. Ein Kontrollversuch mit 
demselben Eierél wie in Versuch 12, jedoch bei 12stiindigem 
Kochen, ist. 

Vers. 13. 9,12 g Eierél ergaben 0,0612 g JAg (entsprechend 
12,6 mg oder 0,14°/5 Alkohol). Unser Ester ist mithin eine schwer 
spaltbare Substanz, bei der halbstiindiges Kochen mit konzen- 
trierter Kalilauge nicht geniigt, um die Verseifung zu vollenden. 

Um dariiber, ob die jodbindende Substanz aus dem Lezithin 
abgespalten werde, ins klare zu kommen, untersuchte ich Lezi- 
thin selbst. 
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Vers. 14. 1,520 g Lezithin (von Merck bezogen) wurden in 
Wasser suspendiert und destilliert, bis das Destillat die Jodidre- 
aktion nicht mehr gab, also der dem Priiparate von der Darstellung 
her beigemengte Alkohol verjagt war. Dann wurde das Lezithin 
ebenso behandelt wie friiher die Organextrakte. Nach Beendigung 
des Jodidverfahrens zeigte sich die Silberlésung vollkommen klar 
und gab beim Verdiinnen nur eine minimale gelbliche Triibung 
durch Jodidsilber. Es konnte mithin ausgeschlossen werden, dak 
die fragliche Substanz dem Lezithin entstamme. 

Um zu priifen, ob der abdestillierte Kérper wirklich Athy]- 
alkohol sei oder nicht, mubte er in gréBerer Menge als bisher ver- 
fiigbar sein. Als zugiinglichstes Material zur Darstellung wurde 
wieder Eierél gewahlt, doch glaube ich berechtigt zu sein, das da- 
bei gefundene Resultat auch auf die Organe auszudehnen, die beim 
beschriebenen Verfahren die Jodidreaktion gaben. 

Vers. 15. 254 g Eierél wurden in mehreren Portionen ver- 
seift und das Reaktionsgemisch destilliert. Die erste Destillation 
solcher Verseifungsgemische stot infolge des starken Schiumens 
der Fliissigkeit auf einige Schwierigkeiten. Ich bin deshalb im 
Laufe der Untersuchungen dazu gelangt, das Verseifungsgemisch 
mit Oxalsiure anzusiuern. Bei dieser groBen Menge Verseifungs- 
gemisch im vorliegenden Falle hitte auch das nicht hingereicht, 
um einen glatten Verlauf der Destillation zu sichern. Es wurde 
deshalb mit soviel Oxalsiaure versetzt, daB das Kalium gréBtenteils 
in das schwerlésliche Tetraoxalat iibergefiihrt wurde. Die Fliissig- 
keit wurde auf der Nutsche abgesaugt und der Niederschlag noch 
einigemale gewaschen. Da aber dieses Waschen des voluminésen 
Niederschlags nicht bis zu seiner Erschépfung fortgesetzt wurde, 
war die Ausbeute an Alkohol immerhin eine miifige. Die Be- 
stimmung in einem Teile der Fliissigkeit ergab als Gesamtmenge 
0,2366 g Alkohol (0,093°/9). Nachdem durch wiederholte De- 
stillation das Volumen der Fliissigkeit verkleinert war, wurden fol- 
gende Reaktionen angestellt. 

1. Ein kleiner Teil diente zur Lieb enschen Jodoformreaktion. 
Der entstandene Niederschlag wurde mit Ather aufgenommen; 
beim Verdunsten des Athers schieden sich charakteristische Jodo- 
formkristalle ab. 

2. Der Rest der Fliissigkeit wurde weiter wiederholt destilliert 


und stets */; bis 1/2 des Volumens aufgefangen. Zu den letzten 
oo * 
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dieser Destillationen diente ein Miniaturdestillationsapparat, der 
aus einem nur 10 ccm fassenden Fraktionierkélbchen bestand, tiber 
dessen Destillierrohr ein kleiner Kiihler montiert war. Nachdem 
so die Fliissigkeit, die urspriinglich iiber 1 Liter betragen hatte, 
auf 2 ccm gebracht worden war, wurde mit frisch gegliihtem, reinem 
Kaliumkarbonat gesittigt. Es schied sich iiber der gesittigten Salz- 
lésung deutlich eine leicht gefiirbte Schichte aus. 

3. Endlich konnte noch gezeigt werden, daB das Jodid, das 
durch Einwirkung von Jodwasserstoffsiure entstand, ein primares 
war. Ich ging hierbei ahnlich vor wie Tang] (der sich gleich mir 
der Ratschlige des Herrn Prof. Zeisel zu erfreuen hatte), als er 
bei der schon erwihnten Untersuchung ein sekundires Jodid als 
solches sicherstellte. 


Die Unterscheidung der primiren, sekundiren und tertiaren 
Jodide (oder ahnlicher Kohlenwasserstoffabkémmlinge) kann nam- 
lich, wie Victor Meyer’) gezeigt hat, auf das Verhalten gegen 
salpetrige Siure unter gewissen Bedingungen gegriindet werden, 
wobei nur geringe Mengen Ausgangsmaterial nétig sind. 

Die primiren Jodide sind imstande, die einwertige NOz-Gruppe 
und die zweiwertige NOH-Gruppe anzulagern. Sie bilden dabei 
Nitrolsiuren, deren Alkali-Salze sich durch ihre rote Farbe zu er- 
kennen geben. 

Bei ahnlicher Behandlung lagern die sekundiren K6rper die 
beiden einwertigen Gruppen NO: und NO an und bilden die cha- 
rakteristischen, blaugefairbten Pseudonitrole. Bei den tertiaren Ver- 
bindungen, wo nur eine Valenz zur Verfiigung ist, bleibt die Re- 
aktion bei der Bildung der einfachen Nitrokérper stehen. 

In unserem Falle gestaltete sich das Verfahren folgendermaBen : 
Die bei der vorigen Prozedur (2) erhaltene Fliissigkeit wurde noch- 
mals destilliert. Hierauf geradeso wie beim Jodidverfahren und 
im gleichen Apparate mit heiBem Jodwasserstoff gekocht und die 
Dampfe durch die Phosphorsuspension geleitet. SchlieBlich aber 
statt in alkoholischer Silberlésung in 5 ccm Ather aufgefangen. 
Dieser Ather wurde mit Silbernitrit im Uberschu8 versetzt und 
nach */; Stunde filtriert. Das Filtrat mit schwacher Kalilauge 
geschiittelt und mit etwas Kaliumnitrit versetzt, gab eine Rot- 
fiirbung der wisserigen Fliissigkeit, die beim Ansiiuern ver- 








") Annalen d. Chem. 175, 88 ff. 1875. 
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schwand. Das durch Behandeln mit JH gebildete Jodid war 
mithin ein primires. 

Aus dem allen geht hervor, daB aus dem Petroleumiither- 
extrakt von Organen durch Kochen mit Kalilauge ein Kérper er- 
halten wird, der mit Wasserdampf fliichtig ist, die Jodoformreak- 
tion und die Jodidreaktion gibt, bei letzterer ein primiires Jodid 
bildet und der sich aus Wasser durch Sittigung mit Kaliumkar- 
bonat als Fliissigkeit abscheiden lift. Dieser Kérper kann nur 
Athylalkohol sein. Da er erst durch Spalten mit Kalilauge frei 
wird, so darf man wohl schlieBen, da8 im Tierkérper Athylester 
vorkommen. 

Um tiber das Wo und Wann des Auftretens dieser Ester Ni- 
heres aussagen zu kénnen, wird es noch weiterer Untersuchungen 
bediirfen. Es diirfte jedoch die Tatsache allein, da der Alkohol 
in dieser Form vorkommt, wichtig genug sein, um ihre Mitteilung 
zu rechtfertigen. 

Der Befund eréffnet einen Ausblick auf eine Reihe neuer 
Fragestellungen, von denen einige hier gestreift werden sollen. 
Landsberg fand nach Zuckerdarreichung den Alkohol in den Or- 
ganen nicht vermehrt; es wird nunmehr notig sein, derartige Unter- 
suchungen mit Riicksichtnahme auf den veresterten Alkohol zu 
wiederholen. Meine Untersuchungen iiber diesen Gegenstand sind 
noch zu keinem Abschlu8 gelangt. Auch fiir die Frage iiber die 
Abhingigkeit der Athylester im Tierkérper vom AlkoholgenuB 
gestatten meine Versuche vorlaufig noch keinen Schluf. Ebenso 
wenig lat sich derzeit iiber den Paarling des Athylalkohols und 
iiber den Zusammenhang zwischen dem freien und dem gebun- 
denen Alkohol aussagen. Es laBt sich die Méglichkeit nicht ganz 
von der Hand weisen, da bereits beim Destillieren ein Teil des 
veresterten Alkohols abgespalten wird und dadurch der Befund des 
freien zustande kommt. 

Was meine eigenen Erfahrungen iiber diesen letzteren Um- 
stand, das Vorkommen von freiem Alkohol im tierischen Organis- 
mus anbelangt, so kann ich mich diesbeziiglich kurz fassen, da 
meine Resultate im wesentlichen eine Bestiitigung der Befunde 
Landsbergs sind. 

Freier Alkohol kommt im Tierkérper in wechselnder Menge 
vor. Die untere Grenze scheint 0 zu sein. Als Maximum fiir Mus- 
kulatur erhielt ich bei Untersuchung von 350 g frischem Kaninchen 
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fleisch 0,0017°/). Landsberg schitzt die Menge in einem seiner 
Fille wesentlich héher (ungefihr 0,009°/9). Bei nicht frischem 
Fleisch ist der Alkoholgehalt bedeutend gréBer. 360 g 3 Tage 
alten Schweinefleisches enthalten 0,0592 g Alkohol (0,016 °/o). 

Bemerkenswert ist, da8 das Gehirn, in dem wir schon relativ 
hohe Werte von Athylester gefunden haben, auch mehr freien Al- 
kohol enthalt als die Muskulatur. Bei Untersuchung von etwas 
weniger als '/2 Kilogramm Rindshirn zeigte sich einmal ein Alko- 
holgehalt von ungefihr 0,003 °/o, ein zweites Mal nur etwa 0,001 °/o 
(bezogen auf frische, feuchte Substanz). 

Das hauptsichlichste Ergebnis der hier niedergelegten Unter- 
suchungen besteht demnach in der Konstatierung, da8 der Tier- 
kérper neben geringen Mengen freien Alkohols auch geringe 
Mengen Athylester enthilt. 

SchlieBlich sage ich Herrn Professor Durig, in dessen Labo- 
ratorium und mitdessen Unterstiitzung die Arbeitausgefiihrt wurde, 
meinen besten Dank. Ferner fiihle ich mich Herrn Prof. Zeisel, 
der mich wiederholt durch seinen schitzenswerten Ratschlage for- 
derte, zu grofem Danke verpflichtet. 
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Beitrige zur Physiologie der Driisen. 


Von 


Leon Asher. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Bern.) 


VIII. Mitteilung. 


Uber die physikalisch-chemischen Bindungsverhiltnisse 
verschiedener Stoffe im Blute. 
Von 


R. Rosenfeld. 
(Eingegangen am 28. Dezember 1906.) 


Die Frage, ob die im Blute vorkommenden kristalloiden Stoffe 
frei gelést oder irgendwie gebunden seien, ist fiir die Lehre von 
der Sekretion und der Transsudation von groBer Bedeutung. Streng 
genommen ist diese Frage von Wichtigkeit bei der Erérterung des 
stofflichen Austausches einer jeden beliebigen Kérperzelle und der 
sie umgebenden Fliissigkeit. Denn es ist klar, dafi zur Auslese 
einer im Blute vorhandenen, irgendwie gebundenen Substanz durch 
dieselben die Prozesse nicht hinreichen, welche fiir die frei gelésten 
Substanzen geniigen. Entweder miissen von der Zelle ausgehende 
Kriifte im ersteren Falle die Bindung lésen oder es miissen durch 
stoffliche Produkte der Zelle, die im gegebenen Momente bereit 
stehen, die Bindungsverhiiltnisse geiindert werden. 

Die hier erérterte Frage ist itiber das Stadium der rein theo- 
retischen Diskussion lingst hinaus. Denn fiir eine besonders wichtige 
Stofigruppe, die Alkalien des Blutes, haben Zuntz und Loewy’) 
und Giirber*) den Nachweis geliefert, da nur ein Teil derselben 
frei gelést sei, ein anderer aber gebunden. Der Nachweis wurde 


) Zuntz und Loewy, Pfliigers Arch. 1894, 428. 
*) Giirber, Sitzungsber. d. med. physik. Gesellsch. zu Wiirzburg, 
25. Februar 1895. 
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mit Hilfe der Diffusion geliefert. Auf diese Versuche wird spiiter 
einzugehen sein. Rein physikalisch chemische Versuche wurden 
nach den genannten Autoren mit Riicksicht auf die Bindungsver- 
haltnisse der Stoffe im Blute lange Zeit nicht mehr angestellt. Hin- 
gegen wurden sehr vielfach aus der Art und Weise, wie bestimmte 
im Blute vorkommende Stoffe in den Sekreten, namentlich im Harn 
ausgeschieden werden, Riickschliisse auf deren Bindungsverhilt- 
nisse gezogen. So wertvoll diese Erwiigungen auch sein mégen, 
die Beweiskraft des physikalisch-chemischen Versuches kommt 
ihnen nicht zu. 

Im Jahre 1902 veréffentlichte Buffa') eine Untersuchungs- 
reihe, deren Ergebnisse ihn zu dem Schlusse fiihrten, daB das Serum 
keine Lésung sei, sondern eine einheitliche Flissigkeit von beson- 
derer molekularer Zusammensetzung. Die wesentlichsten seiner 
Versuchsergebnisse sind die folgenden: Serum wird partiell ge- 
froren und dadurch eine gefrorene, zur Untersuchung wieder auf- 
getaute Portion und eine flissig gebliebene Portion gewonnen. Von 
diesen beiden Portionen, sowie von dem urspriinglichen Serum be- 
stimmte Buffa die Dichte, die Oberflachenspannung, den Gefrier- 
punkt, den Trockenriickstand und die Asche. So ergab sich, dab 
annihernd die Dichten der urspriinglichen und der gefrorenen lor- 
tion gleich waren. Die Gefrierpunktserniedrigung des gefrorenen, 
wieder aufgetauten Teiles war geringer als die des urspriinglichen, 
diejenige des gelést gebliebenen Teiles war gréBer, aber die Unter- 
schiede entsprachen nicht dem, was bei einer Lésung zu erwarten 
war. Einem Minimum der Dichte entsprach ein Minimum der 
Oberflichenspannung, einem Maximum der Dichte entsprach ein 
Maximum der Oberflichenspannung; wiire das Serum eine Lésung, 
so hiitten die Beziehungen gerade die umgekehrten sein miissen. 

Da Professor Asher im Verfolg seiner Studien iiber die Phy- 
siologie der Driisen mich veranlafte, unter seiner Beihilfe einige 
Untersuchungen iiber die physiologisch chemischen Bindungsver- 
haltnisse der Stoffe im Blute anzustellen, erschien es angebracht, 
die von Buffa vorgebrachten Tatsachen mit in den Bereich der 
Untersuchungen zu ziehen. Die von ihm vertretenen Anschauungen 
stehen durchaus im Widerspruch mit fast allen bisher gewonnenen 
Erfahrungen und auch meine eigenen auf anderem Wege erhaltenen 


*) Buffa, Le sérum de sang et ses rapports avec le systtme glan- 
dulaire. Arch. ital. de Biol. 88, 273. 1902. 
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Beobachtungen stehen damit nichtim Einklang. Vielmehrsprechen 
sie dafiir, dafi bestimmte, fiir die Sekretionslehre sehr wichtige 
Stoffe frei gelést sind. Es war daher zu untersuchen, ob Buffas 
Resultate tatsiichlich zu Recht bestehen und ferner, falls dies der 
Fall ist, ob die Methoden, durch deren Hilfe die betreffenden Re- 
sultate erhalten wurden, gestatten die oben erwihnten Schlubfol- 
gerungen zu ziehen. 


I. Nachpriifang der von Buffa mitgeteilten Tatsachen. 


Die Methode, deren sich Buffa bediente, um zu priifen, ob 
das Serum eine Lésung sei oder nicht, war die, dai er das Serum 
teilweise ausfror und dann den gefrorenen wieder aufgetauten Teil 
und den nicht gefrorenen Teil fiir sich untersuchte. Bei nicht zu 
konzentrierten Lésungen friert reines Wasser aus, waihrend die ge- 
liste Substanz in der Lésung zuriickbleibt. Das Ausfrieren von 
Wasser reprisentiert eine Arbeitsleistung an der Lésung gegen den 
osmotischen Druck, den die gelésten Bestandteile ausiiben. Diese 
Arbeit tut sich kund in der Gefrierpunktserniedrigung der Lésung 
gegeniiber derjenigen von reinem Wasser. Die Gefrierpunktsernie- 
drigung, in analoger Weise die Siedepunktserhéhung und die Er- 
niedrigung des Dampfdruckes sind umgekehrt fiir uns ausschlag- 
gebende Kriterien fiir die Natur einer zu untersuchenden Lésung. 
Denn je mehr frei geliste Molekiile, beziehentlich Molekile und 
Jonen in der Fliissigkeit vorhanden sind, um so gréfer ist der 
Widerstand, den sie einer Entfernung von Wasser entgegensetzen, 
um so gréfer also die Gefrierpunktserniedrigung, die Siedepunkts- 
erhéhung und die Dampfdruckverminderung. Die beim Ausfrieren 
verdiinnter Liésungen (bei konzentrierten Lésungen treten ver- 
wickelte Verhiiltnisse ein) erhaltenen zwei Portionen miissen dem- 
nach sehr verschiedene Werte der genannten physikalischen Kon- 
stanten geben, auch, wenn Elektrolyte gelést sind, sehr verschie- 
dene Werte der Leitfiihigkeit, indem der gefrorene Teil die dem 
reinen Wasser zugehérigen Werte anniihernd zeigen muff; das 
gleiche gilt auch hinsichtlich der Dichte. Die Analyse einzelner 
geléster Bestandteile wiirde im gefrorenen Anteil sehr wenig, im 
fliissig gebliebenen mehr ergeben, wegen der Konzentrierung, als 
in der urspriinglichen Flissigkeit. 

Die Ausfrierung habe ich auf folgende Weise ausgefiihrt. Ein 
groBes mit einer Mischung von Eis und Kochsalz beschicktes Kiihl- 
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gefiS wurde auf etwa -5 bis -60, hiéchstens -85 gehalten. Das 
zur Ausfrierung bestimmte Serum wurde in ein Becherglas ge- 
bracht, das Becherglas in ein zweites eingesetzt, welches als Luft- 
mantel diente. Ein durchlochtes Becherglas bedeckte das innere 
Gefii6; durch das Loch fiihrte ich einen Riihrer ein. Im Kiltebad 
wurde der Riihrer méglichst gleichmaBig in Bewegung gesetzt. 
Sobald ein zur Analyse hinreichender Teil ausgefroren war, wurde 
der GefrierprozeB unterbrochen. Rasch wurde der nicht gefrorene 
Anteil vom gefrorenen durch ein Gasefilter abfiltriert. Behufs 
Reinigung des gefrorenen Anteils habe ich eine besondere Portion 
der Serumfliissigkeit partiell fiir sich ausgefroren, den ausgefrorenen 
Teil wieder aufgetaut und als Waschfliissigkeit des zu untersu- 
chenden Eises benutzt. 

Im Stammserum, im gefrorenen und im nicht gefrorenen Teil 
habe ich mit Hilfe des Beckmannschen Apparates die Gefrier- 
punktserniedrigung bestimmt. Jede Bestimmung geschah doppelt. 
Das Kithlbad wurde konstant auf -8) gehalten, die benutzte 
Fliissigkeitsmenge war stets die gleiche, die Riihrung eine gleich- 
miBige. Das spezifische Gewicht habe ich mit Hilfe des Gewichts- 
pyknometers crmittelt, nach Volhards Methode den Kochsalz- 
gehalt analysiert. Die Leitfihigkeitsbestimmung geschah nach der 
Kohlrauschschen Methode, mit Telephon und Ostwaldschem 
MeGdraht; als Elektrodengefif diente das von Asher konstruierte 
fiir kleine Fliissigkeitsmengen. Zur Bestimmung von Eiweif habe 
ich die Serumportionen mit dem zehnfachen Volumen 95 °/oigen Al- 
kohols gefallt, durch aschefreies Filter abfiltriert, getrocknet und 
das Filter mit Niederschlag gewogen; vom Gewicht wurde dann 
nach Veraschung das Gewicht der Asche abgezogen. 

Ich teile zuniichst drei an Pferdeserum angestellte Versuche 
mit, deren Ergebnisse untereinander und mit anderen, die ich 
auGerdem angestellt habe, identisch sind. 


Versuch 1. 








<== - ————_—___—__—— 
— Spez. | Proz. Cl Na- pe 
; k : : fi 

acca Gewicht | Gehalt Leitfihigkeit 
Stammserum. . — 0,605 1,0221 | 0,56 | 118 x 10-2 
Der gefrorene Teil —0,540 |  1,0206 0,52 | 105 x 10-2 

Der nicht gefro- | | 
rene Teil . . — 0,695 1,0231 0,50 116 x 10-2 
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Versuch 2. 





Proz. 


a ee Cl Na- ai ait , 
punkt | jewicht = Genalt fahigkeit Gehalt 


Gefrier- Spez. Leit- Eiweib- 





Stammserum. .| — 0,615 1,0237 0,57 99 x 10-3 5,913 
DergefroreneTeil | — 0,650 | 1,0232 0,56 | 103 x 10-2) 5,948 
Der nicht gefro- | 

rene Teil . .| —0,69 | 1,0260 0,65 113 x 10-2 6,427 


Versuch 3. 





Proz. 
ue | Gewicht | O™®- | tunickert | G 
punkt yewicht Gehalt ihigkeit Gehalt 


Gefrier- Spez. Leit- Eiweib- 


Stammserum . .| — 0,650 | 1,0240 0,56 113 x 10-3} 5,959 
Der gefrorene Teil} — 0,548 | 1,0206 0,46 100 *% 10-3 | 5,674 
Der nicht gefro- 

rene Teil . .}| — 0,71 10268 | 0,68 | 117 x 10-3 5,980 





Versuch 4. 














, — Proz. Cl Na- 
Gefrierpunkt Spez. Gewicht poten 
Stammserum . . . — 0,625 1,0233 0,538 
Der gefrorene Teil . — 0,600 1,0218 0,460 
Der nicht gefrorene 
. eee ae — 0,738 1,0251 0,66 
Versuch 4a. Kalbserum. 
Proz. ClNa- 
Spez. Gewic EiweibB 
pez. Gewicht Gehalt wei 
Stammserum , 1,0238 0,55 6,108 
Der gefrorene Teil . 1,0186 0,54 4,676 
Der nicht gefrorene 
“es 4 ws 8 1,0191 0,66 7,291 


Im allgemeinen zeigt sich, ganz wie Buffa angibt, daB die 
Unterschiede zwischen den drei Portionen keine sehr grofen sind. 
Der gefrorene und wieder aufgetaute Teil weist alle Characteri- 
stica des Serums auf, ja es ist sogar nicht in jedem Falle dieser 
Teil wenigstens soweit durch das Ausfrieren gereinigt, daf er ge- 
ringere molekulare und Jonenkonzentration aufweist. Der Eiweib- 
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gehalt der drei Portionen ist bemerkenswerterweise gleichfalls 
kaum von einander unterschieden. Gestiitzt auf diese Tatsachen, 
kénnte man geneigt sein, der Anschauung beizupflichten, daf das 
Serum gar keine Lésung sei, da sich beim Ausfrieren keine Trennung 
von Lésungsmitteln und Geléstem bewerkstelligen lieBe. Aber 
dies wire nur zulissig, wenn die Methode, deren man sich bei die- 
sen Versuchen bedient, nicht Fehler enthilt, welche zu unrichtigen 
Ergebnissen fiihrt. Da man mit anderen Methoden die Tatsache 
des frei Geléstseins bestimmter Blutbestandteile sicher nachweisen 
kann, muf das entgegengesetzte Resultat an den Fehlern liegen, 
welche das Ausfrieren im Gefolge hat. Zuniichst laBt sich zeigen, 
daB auch andere Lésungen, welche aus kolloiden und kristalloiden 
Bestandteilen bestehen, beim partiellen Ausfrieren sich ebenso ver- 
halten, wie Serum, beispielsweise Hiihnereiweif. Ich gebe hier- 
fiir zwei Belege. 


Versuch 5. HithnereiweiB. 





Gefrierpunkt | Spez. Gewicht 
StammeiweiB. . . ... — 0,53 1,0418 
Der gefrorene Teil . . . — 0,612 1,0412 
Der nicht gefrorene Teil. — 0,750 1,0407 


Versuch 6. HiihnereiweilB. 





| Spez. Gewicht 
| — 





| Gefrierpunkt 


: . tie . . a eo 2 : a 
StammeiweiBb. . . .. . — 0,552 | 1,0413 
Der gefrorene Teil . . . — 0,590 | _ 1,0433 
Der nicht gefrorene Teil . — 0,620 1,0433 


Man hiitte nun daran denken kénnen, daf die Eigentiim- 
lichkeiten von Serum und Hiihnereiweif beim partiellen Frieren 
an ihrem relativ hohen EiweiBgehalt liege. Ich habe aber genau 
die gleichen Erscheinungen bei verdiinnten Eiweiflésungen ge- 
sehen. Auch bei Starkelésungen und Gummilésungen konnte ich 
genau die gleichen Erscheinungen beobachten. Aber nicht allein 
an kolloiden Lésungen, sondern auch an ganz einfachen Lésungen 
kristalloider Kérper zeigt sich bei Anwendung des Buffaschen 
Verfahrens die Tatsache, dafi der gefrorene Teil noch eine sehr 
hohe molekulare Konzentration aufweist. 
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Versuch 7. Kochsalzlésung. 





Gefrierpunkt 
Stammlésung ..... — 0,550 
Der gefrorene Teil . . . — 0,495 
Der nicht gefrorene Teil . — 0,615 


Wenn auch der méglichst sorgsam behandelte gefrorene und 
wieder aufgetaute Teil eine geringere Gefrierpunktserniedrigung 
aufweist als die urspriingliche Lésung, so steht er doch dieser viel 
niher als dem reinen Wasser. Aus allem diesen geht hervor, dal} 
die partielle Ausfrierung und die Analyse der einzelnen bei par- 
tieller Ausfrierung erhaltenen Teile keine Auskunft geben kann, 
ob eine echte Lisung vorliegt, welche aus einzelnen gelisten Mo- 
lekiilen und Wasser besteht. Es fragt sich, welches die Erkliirung 
sei, daf}’ beim Ausfrieren einer gréSeren Eismenge aus einer ver- 
diinnten Lésung der Eisblock nicht reines Wasser sei, sondern 
mehr oder weniger die Zusammensetzung der urspriinglichen 
Fliissigkeit hat. Die Erklirung hierfiir ist darin zu suchen, dab, 
wie die grundlegenden Untersuchungen von G. Quincke’) gelehrt 
haben, beim Abkiihlen des Wassers Eiskristalle und dlartige Mutter- 
lauge in kurzen Zwischenraumen oder periodisch sich abscheiden. 
Eis von 0° ist nach Quincke eine fliissige Gallerte. Diese Gallerte 
schlieBt nun je nach der urspriinglichen Zusammensetzung der 
Fliissigkeit mehr oder weniger von dieser Fliissigkeit ein, besonders 
wird dieser Einschlu8 begiinstigt werden, wenn die Fliissigkeit, 
wie es beim Serum der Fall ist, kolloide Substanz enthalt. 

Zu den gleichen Ergebnissen hinsichtlich der Anschauungen 
von Buffa gelangen mit Hilfe von zum Teil ihnlichen Methoden 
Rossi®) und Foa*). Rossi insbesondere veriffentlichte eine sinn- 
reiche Methode, vermittels deren es ihm tatsiichlich gelang, die 


1) G. Quinke, Eis, Eisen und Eiwei8, Verhandl. der Naturhist. 
Mediz. Vereins zu Heidelberg Nr. 58, 1906, 355, sowie zahlreiche Abhand- 
lungen in Drudes Annalen. 

*) Rossi, Di un metodo per condensere i colloidi nelle lore solu- 
zione, Archiv di Fisiologia 2, 638. 1905. Rossi, Sul congelamente e 
sulla fusione del siero di sangue et di altre soluzione colloidale e salina, 
Archiv di fisiol. 8, 168. 1905. 

8) Foa, Sulle condizione dellacqua nel siero di sangue. Ibidem S. 171. 
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kolloiden Bestandteile des Serum fiir sich allein aus ihrer Lésung 
herauszukondensieren. Es mége noch, um jedem Zweifel vorzu- 
beugen, hervorgehoben werden, dal dasjenige, was bei allen hier 
besprochenen Lésungen wirklich ausfriert, reines Wasser ist. 
An den gesicherten Lehren des osmotischen Druckes von Lisungen 
wird durch den Umstand, da® die zu Analysenzwecken ausgeschie- 
dene Eismenge ein mechanisches Konglomerat vorstellt, nichts ge- 
iindert. 


Ii. Priifang der Bindungsverhiltnisse mit Hilfe der Diffusion. 


Zu richtigeren Aufschliissen iiber die wahre Zusammensetzung 
des Serums fiihren andere Methoden, zu denen in erster Linie die 
Diffusion gehért. Daf wir es im Blute mit einer echten Lésung 
zu tun haben, geht ja zur Evidenz daraus hervor, daf das Blut 
sowohl einen hohen osmotischen Druck wie auch merkliche elek- 
trische Leitfahigkeit besitzt. Aber mit diesen Tatsachen ist ande- 
rerseits nicht ausgeschlossen, daf einzelne Bestandteile keinen An- 
teil hieran haben, sondern mehr oder weniger fest gebunden seien. 
Um so mehr ist man berechtigt, dieser Frage nachzugehen, als, 
wie oben erwiihnt wurde, Zuntz sowohl wie Giirber nachgewiesen 
haben, da8 nur ein Teil des Alkalis im Blute frei gelést sei, ein 
anderer aber gebunden. Dieser Nachweis gliickte mit Hilfe der 
Diffusion. Die beiden Forscher zeigten, daB langandauernde Dif- 
fusion von Blut oder Serum gegen Wasser nur einen Teil des durch 
Titration ermittelbaren Alkalis entfernte. Der Grund dieser Nicht- 
entfernbarkeit liegt darin, da® dieser betreffende Teil an Koérper 
gebunden ist, welche nicht durch Pergamentmembran diffusibel 
sind oder, was dem zufolge dasselbe besagt, welche an kolloide 
K6rper gebunden sind. Nicht allein diese kolloide Bindung wurde 
von den genannten Forschern entdeckt, sondern zugleich auch das 
Mittel, welches im Stoffwechsel bereit gestellt wird und wodurch 
den jeweiligen Bediirfnissen des Organismus geniigt wird. Sie 
fanden, daB COz das gebundene Alkali in die freie, d. h. diffusions- 
fiihige Form iiberzufiihren vermag. 

Das, was fiir das Alkali des Blutserums unzweifelhaft nach- 
gewiesen worden ist, wurde seitdem fiir eine Reihe von anderen 
Aschebestandteilen des Blutes angenommen. In sehr umfassender 
Weise ist in der allgemeinen Physiologie der Nerven und Muskeln 
bekanntlich der Begriff der kolloiden Bindung bestimmter Asche- 
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bestandteile, insbesondere der Jonenproteide, von Loeb und seiner 
Schule eingebiirgert worden. Mit der wichtigen Frage, inwieweit 
bei den Lebenserscheinungen der Eintritt von Molekiilen oder 
Jonen in den Verband der Proteide der Zelle eine Rolle spielt, 
habe ich mich hier nicht zu beschiiftigen. Die Aufgabe zu unter 
suchen, inwiefern einzelne Aschebestandteile des Blutes frei gelist 
oder kolloid gebunden sind, ist ganz unabhiingig von den soeben 
beriihrten Problemen. Hingegen ist sie nicht unwichtig mit Riick 
sicht auf gewisse streitige Probleme der Sekretionslehre. Wiahrend 
man friiher kaum dariiber Zweifel hegte, dal} kristalloide Kérper 
wie z. B. das Kochsalz im Blute frei gelést vorkommen, begann 
allmihlich angesichts gewisser Schwierigkeiten, die bei der Aus- 
scheidung von Kochsalz durch die Niere zutage treten, die Ansicht 
diskutiert zu werden, daf das Kochsalz kolloid gebunden im Blute 
vorkomme. Zwar sollte dieses Verhalten des Kochsalzes nicht die 
Regel sein, sondern nur in gewissen Fillen, vornehmlich in Koch- 
salzhunger. Forster war wohl der erste, der die Nichtausscheidung 
des Kochsalzes durch die Niere im Hunger erkliarte durch die An- 
nahme, daf’ im Hunger eine andere Bindung des Kochsalzes_ vor- 
liege als sonst. Seitdem sind ihm hierin alle Autoren gefolgt, 
welche einerseits das Kochsalz durch die Niere vermittels einfacher 
Filtration zur Ausscheidung gelangend annehmen und andererseits 
sich angesichts der Schwierigkeit sahen, daf der prozentische Koch- 
salzgehalt des Blutes jederzeit sich gleich blieb. 

In bezug auf die Phosphate liegen die Verhiltnisse ihnlich. 
Da injizierte Phosphate scheinbar durch die Niere anders ausge- 
schieden werden als die im Blute an und fiir sich vorkommenden 
— eine Behauptung, welche vor der experimentellen Kritik nicht 
standgehalten hat — wurde gleichfalls angenommen, dal die 
Phosphate des Blutes kolloid gebunden seien im Gegensatz zu den 
frei gelésten bei der intravenésen Injektion. Als dritter vornehm- 
lich mit in Betracht kommender Kérper wire der Zucker zu 
nennen. Hier liegen die Dinge viel komplizierter als beim Koch- 
salz und bei den Phosphaten, da auBer gewissen Annahmen, die 
zur Erklirung bestimmter Ausscheidungsverhiltnisse gemacht 
werden, hinzukommen gewisse Schwierigkeiten bei der chemischen 
Analyse des Blutzuckers. 
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A. Bindungsverhiltnisse des Kochsalzes im Blute 
geprift durch Diffusion. 

Die Priifung, ob das Kochsalz im Blute frei gelést oder kolloid, 
beziehentlich teilweise kolloid gebunden sei, geschah mit Hilfe der 
Diffusion. Als Diffusionsschliuche benutzte ich, wenn gréBere 
Mengen zur Verfiigung standen, die langen Dialysierschlaiuche 
von Kiihne, welche die Firma Desoga in Heidelberg liefert. Die 
Dialyse geschah entweder gegen flieBendes Leitungswasser oder 
gegen mehrfach gewechseltes destilliertes Wasser oder schlieBlich 
gegen Blut, das einer besonderen, in den Versuchsprotokollen 
niiher beschriebenen Vorbereitung unterworfen worden war. Bei 
kleinen Mengen benutzte ich die neuen von der Firma Schleicher 
und Schiill! in den Handel gebrachten Dialysierhiilsen. Dieselben 
lassen sich durch KorkverschluB8 gegen Verdunstung ihres Inhalts 
schiitzen. Jeder Dialysator wurde vor dem Gebrauch auf seine 
Dichtigkeit durch Blut gepriift. 


Versuch &. 











Menge in cem Proz. Cl Na-Gehalt 
vor | nach vor nach 
der Dialyse der Dialyse 
Serum gegen destilliertes Was- 
ser 24 Stunden... . 50 62 0,56 0 
Serum gegen Kochsalzlisung 
0,56°/, 24Stunden . . . 50 52 0,56 0,52 
Kochsalzlisung gegen destil- | 
liertes Wasser 24 Stunden 50 43 0,56 0 


Versuch 9. 





Menge in ccm Proz. Cl Na-Gehalt 
vor nach vor | nach 


der Dialyse der Dialyse 








illi 7 50 67 a ; 

Serum gegen destilliertes Was- { r | 6 0,03 
ser 24 Stunden ... . 50 | 72 — | oor 
oF - 0,02 


Diese beiden Versuche zeigen zunichst, daB geeignete Diffu- 
sion gegen destilliertes Wasser, wie bekannt innerhalb 24 Stunden, 
das Kochsalz des Serums ganz oder bis auf Spuren entfernt. AuBer- 
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dem habe ich im Versuch 8 Serum gegen Kochsalzlésung von der 
selben Konzentration wie das Serum diffundiert. Wire ein Teil 
des im Serum vorhandenen Kochsalzes kolloid gebunden und nur 
ein Teil frei gelést, so wiirde der osmotische Druck des Kochsalzes 
im Serum geringer gewesen sein als in der Kochsalzlésung und 
demzufolge hiitte sich Kochsalz aus der Lésung in das Serum be- 
geben miissen bis zum Druckausgleich. Wie man sieht, ist 
keine Vermehrung des prozentischen Kochsalzgehaltes im Serum 
eingetreten, vielmehr hat sich Serum und Kochsalzlésung als os- 
motisch gleichwertig erwiesen. 

Es kénnte daran gedacht werden, daf die feineren Bindungs- 
verhialtnisse des Kochsalzes im Blut nicht zutage treten durch die 
langandauernde Diffusion, daB8 vielmehr im Verlauf derselben all- 
miihlich immer mehr von dem gebundenen Kochsalz frei und so- 
mit diffusionsfiihig wird. Aus diesem Grunde hatte ich eine Reihe 
von Versuchen angestellt, in denen die Diffusion sehr viel kiirzere 
Zeit andauerte. Auch nach einer anderen Richtung hin erschien 
es angebracht, die Versuchsbedingungen zu variieren, indem niim- 
lich das Serum gegen Blut diffundiert wurde, das selbst lingere 
Zeit einer langandauernden Diffusion ausgesetzt worden war. 

Ehe ich zur Mitteilung der Ergebnisse iibergehe, médchte ich 
erwihnen, daf im Blute behufs griindlicher Veraschung diese in 
groBen Nickelschalen ausgefiihrt wurde. Beim Eindampfen des 
zu untersuchenden Blutes wurde Kalihydrat puriss. pro analys. in 
Substanz zugefiigt, nach dem Eindampfen gelinde verkohlt und 
darauf Kalisalpeter in Pulverform aufgestreut. Die Veraschung 
verlauft dann glatt und griindlich. Kontrollanalysen mit genau 
abgewogenen Kochsalzmengen lieferten quantitativ genaue Resul- 
tate. Des besseren Vergleichs wegen wurden alle weiteren hier 
mitgeteilten Analysen auf die gleiche Weise angestellt. (Vergl. 
die Tabellen Versuch 10 bis 13.) 


Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB auch bei einer kiirzer 
dauernden Dialyse von Serum gegen destilliertes Wasser das Serum 
sich genau so verhalt wie eine Kochsalzlésung. Der starkste Abfall 
findet im Serum, genau entsprechend den Diffusionsregeln an ein- 
fachen Lésungen, in den ersten Stunden statt, weil das Konzen- 
trationsgefiille dann am gréBten ist. Durch haufigen Wechsel des 
destillierten Wassers (wie es z. B. in dem Dialysator yon Giirber 
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Versuch 


10. 


2'/, Liter Ochsenblut unter Zusatz von 5 g Fluornatrium in 


100 cem Wasser. 





Serum gegen destilliertes 
Wasser 2 Stunden 


Salzlisung gegen destillier- 


tes Wasser 2 Stunden 
Stammblut 24 Stund. gegen 
flieBendes Wasser 
Serum gegen das diffun- 
dierte Blut . 





Menge in ecm 
vor | nach 
der Diffusion 


50 49 
50 49 
50 43 





Proz. Cl Na- 
Gehalt 
vor nach 
der Diffusion 


0,57 | 0,195 


0,56 | 0,23 


— | 024 


0,57 0,41 


Versuch 11. 
2 Liter Rindsblut aufgefangen in einen Kolben, der 5 g Fluor- 


natrium enthalt. 





Bemerkungen 


Serum wurde 
durch Zentri- 
fugieren 
gewonnen. 





Serum gegen destilliertes 


Menge in cem 
vor | nach 
der Diffusion 


Proz. Cl Na- 
Gehalt 
vor | nach 


der Diffusion 


Bemerkungen 














Wasser 4 Stunden 50 50 0,61 | 0,14 
Salzlis stillier- . 
oe ty er . a a 
© oe B Ss 5 « ( JD ) 2 if 2 M4 
es Wasser i tunden 0 49 ),56 0 Zentrifugieren 
Blut gegen flieBendes . 
3 z gewonnen. 
Wasser 2 x 24 Stunden — — 0,29 
Serum gegen das diffun- 
dierte Blut 4 Stunden . 50 43 0,61 0,45 


méglich ist) gelingt es innerhalb 7 Stunden das Serum fast koch- 
salzfrei zu machen. 

Um Serum zu diffundieren gegen eine Lésung, welche kolloide 
Substanzen enthilt, womit einigermaBen die Verhiltnisse im Or- 
ganismus nachgeahmt werden, habe ich Rinderblut benutzt. Dies 
Rinderblut wurde einer 24 stiindigen Dialyse gegen flieBendes 
Wasser unterworfen, manchmal eiiie noch lingere Zeit. Rinderblut 
laBt sich auf diese Weise nicht chlorfrei machen, die erhaltenen 
Endwerte fir Chlor als Chlornatrium berechnet, schwanken 
zwischen 0,29 bis 0,11°/o. Die Analyse des Serums eines langere 
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Versuch 12. 
21, Liter Rindsblut, unter Zusatz von 5 g Fluornatrium gewonnen. 

















3 
Menge in ecm Proz. Cl Na-Gehalt 
vor | nach vor nach 
der Diffusion der Diffusion 
Serum gegen destilliertes Was- 
ser 4 Stunden. .... 50 52 0,59 0,03 
Sernm gegen destilliertes Was- 
ser 7 Stunden. ... . 50 58 0,59 0.01 
Serum gegen destilliertes Was- 
ser 24 Stunden ... . 50 57 0,50 0,03 
Serum gegen flieBendes Wasser 
24 Stunden. ..... 50 48 0,59 0,00 
9 
Salzlisung gegen destilliertes 
Wasser 4 Stunden... 50 51 0,61 0,091 
Salzlisung gegen 0,13°/, Salz- 
lisung 4 Stunden... . 50 50 0,61 (),22 
3. 
Blut gegen flieBendes Wasser 
re — — -— 0,21 
Serum gegen das diffundierte 
Blut 4 Stunden... . 50 46 0,59 0,43 
Salzlisung gegen das diffun- 
@ette Bit 2 ww wt 50 45 0,61 0,48 








Zeit dialysierten Blutes zeigt (Versuch 13), daf der gefundene 
Chlorgehalt auf Rechnung der Blutkérperchen zu setzen ist. 

Die Dialyse von Serum gegen kochsalzarm gemachtes Blut 
verlauft genau so, wie diejenige einer Salzlisung; es geht das am 
deutlichsten aus Versuch 12 hervor, wo die 4stiindige Dialyse von 
Serum und von Kochsalzlésung gegen das gleiche kochsalzarme 
Blut die nimlichen Endwerte lieferte. Versuch 13 lehrt, daB die 
Diffusion von Serum gegen kochsalzarmes Blut und gegen destil 
liertes Wasser selbst bei kurzdauerndem Versuch annihernd gleich 
verliuft. Sowie auf beiden Seiten der trennenden Membran 
kolloide Lésungen sich befinden, ist der etwaige Einflu® der Zeit 
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Versuch 13. 




















1. 
Menge in ccm Proz. Cl Na-Gehalt 
vor | nach vor | nach 
der Diffusion der Diffusion 
Geschlagenes Blut 24 Stunden 
gegen flieBendes Wasser . - — | Ol 
Serum von diesem diffundier- 
ea - - — | 0,02 
2. 
Serum gegen das diffundierte | 
Blut 4 Stunden ... . 50 48 0,58 0,09 
Serum gegen destilliertes Was- 
ser 4 Stunden. . .. . 50 53 0,58 0,03 
Serum gegen diffundiertes Blut 
i er 50 | 47 0,58 0,04 
Serum gegen destilliertes Was- 
ser 7 Stunden... .. D0 ats) 0,58 0,04 


nicht auGBer acht zu lassen. Wiahrend friiher der Satz, da’ Diffu- 
sion in rein kristalloiden und in kolloiden Lésungen gleich schnell 
verlauft, sich uneingeschrankter Anerkennung erfreute, sind neuer- 
dings Erfahrungen veréffentlicht worden, welche fiir eine Ver- 
langsamung der Diffusion in kolloiden Lésungen Zeugnis ablegen. 
Auf diese Frage einzugehen hatte ich keine Veranlassung und das 
Ergebnis von Versuch 13 rechtfertigt diese Unterlassung fiir Ver- 
suchsbedingungen, deren ich mich zu bedienen hatte. 


Diffusion von Hungerblut gegen Blut vom 
gefiitterten Tier. 


Gegen alle bisher mitgeteilten Versuche lat sich der Einwand 
erheben, da8 durch die Versuchsbedingungen kiinstlich die tat- 
sichlich im Organismus bestehenden Verhiiltnisse abgeindert 
werden. Es wiire denkbar, daB das Kochsalz zum Teile kolloid 
gebunden sei, zum Teil frei gelést und ein Gleichgewichtszustand 
zwischen diesen beiden Formen herrschte. Durch Wegdiffusion 
des frei gelésten Teiles wiirde der Gleichgewichtszustand gestért 
und kolloid gebundenes Kochsalz in den frei gelésten Zustand 
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iibergehen und so der Diffusion anheimfallen. Auf diese Weise 
kénnte das im Serum bei Diffusionsversuchen gegen Wasser oder 
kiinstlich kochsalzarm gemachtes Blut Resultate wie eine einfache 
Kochsalzlésung liefern, ohne das in Wirklichkeit zu sein. Ein 
anderer Einwand, welcher gegen die bisherigen Versuche erhoben 
werden kénnte, wiirde sich auf die Annahme stiitzen, daB die 
kolloide Bindung des Kochsalzes im Blute eine sehr lockere sei 
und auch sein miisse, soda8 schon der Eintritt von Wasser mittel- 
bar oder unmittelbar die Bindung lést. Dieser Einwand wiirde 
auch diejenigen meiner Versuche treffen, in denen ich Serum gegen 
kochsalzarmes Blut diffundierte; denn um dieses Blut kochsalzarm 
zu machen, wurde es gegen fliefendes Wasser diffundiert. 

Um diese etwaigen Bedenken experimentell aus dem Wege zu 
riumen, habe ich direkt zwei unverinderte Blutsorten gegeneinan- 
der diffundiert, von denen das eine einem Hungertiere, das andere 
einem gut mit kochsalzreichem Futter gefiitterten Tiere entstammte. 
Wenn die Annahme richtig wiire da8 im Hungerblute ein Teil 
oder gar das ganze Kochsalz kolloid gebunden sei, so miifte aus 
dem Blute eines mit kochsalzhaltigem Futter gefiitterten Tieres, 
in dem das Kochsalz frei gelést sein soll, Kochsalz in das Hunger- 
blut diffundieren. Die Richtigkeit dieser Erwigung wird durch 
die Versuche von Zuntz bewiesen, welcher zeigte, dali frei geléstes 
Alkali aus einer Lésung in Blut oder Serum diffundierte, welche 
bei der Analyse gleichen Alkaligehalt zeigten. Daraus, wie auch 
aus anderen Versuchen folgte, da8 nur ein Teil des Alkalis im 
Blute frei gelést war. 

Die Versuche wurden so angeordnet, dafi zwei Kaninchen in 
zwei verschiedene Kifige gebracht und, abgesehen von der Er- 
nahrung, drei Tage lang unter sonst gleichen Bedingungen gehalten 
wurden. Das eine Kaninchen hungerte, das andere wurde reichlich 
mit Hafer und etwas Griinfutter gefiittert, die Haferportionen 
waren mit Kochsalz versetzt. Beide Tiere wurden am _ vierten 
Tage durch Verblutung aus beiden Carotiden getitet. Die eine 
Blutsorte kam in eine Dialysehiilse von Schleicher und Schill, 
die andere in das AuBengefa£. Beide GefiBe blieben gut verschlossen 
24 Stunden stehen, dann wurde die Dialyse unterbrochen. 
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Versuch 14. 
Hungerblut gegen FreSblut dialysiert, Hungerblut im Dialysator. 
Proz. Kochsalzgehalt des Hungerblutes vor der Dialyse 0,498°/o 


; nach _, .  0,490°/, 
des FreB8blutes vor , : 0,404 °/, 
nach , = 0,442 °/, 


Versuch 15. 
Hungerblut gegen Fre8blut dialysiert, Hungerbiut im Dialysator. 
Proz. Kochsalzgehalt des Hungerblutes vor der Dialyse 0,394 °/o 


‘ “ nach , ; 0,378 
des Fre8blutes vor .,, 0,376 %/» 
nach . . 0,358 %5 


Versuch 16. 
Hungerblut gegen FreSblut dialysiert, FreSblut im Dialysator. 
Proz. Kochsalzgehalt des Hungerblutes vor der Dialyse 0,502 °%o 


, nach ,, 0,504 °/, 
des FreB8blutes vor ,, 2 0,504 °/5 
nach , . 0,492%> 


Das Ergebnis dieser Versuche spricht unzweifelhaft dagegen, 
daB8 im Hungerblut ein Teil des Kochsalzes kolloid gebunden sei 
und nur ein Teil frei gelést. Denn wiire dies der Fall, so hatte sich 
mindestens eine Andeutung davon nachweisen lassen miissen, dab 
wihrend der Diffusion eine Zunahme des Gesamtchlorgehaltes im 
Hungerblut stattfinde. Das ist aber nicht der Fall. Durch das 
Resultat dieser Versuche wird zunichst der Einwand widerlegt, 
da8 in den friiheren Versuchen nur deshalb das Kochsalz diffun- 
diert sei, weil durch die Versuchsbedingungen die Bindung gelést 
worden sei. Die Gleichartigkeit der beiden gegeneinander diffun- 
dierten Fliissigkeiten bedarf keiner weiteren Erérterung. Auch die 
Mdglichkeit, daB durch die Versuchsbedingungen ein etwa beste- 
hender Gleichgewichtszustand zwischen kolloid gebundenen und 
frei geléstem Anteil gestért wiirde, wird durch meine Versuchsan- 
ordnung ausgeschlossen. Machen wir die Annahme, da auf der 
einen Seite der Diffusionsmembran eine Lésung sich befindet, in 
welcher kolloid gebundenes und frei geléstes Chlornatrium im 
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Gleichgewicht sich befindet, auf der anderen Seite eine Lisung mit 
frei geléstem Chlornatrium von gleicher Konzentration wie die Ge- 
samtkonzentration an Chlornatrium in der ersten Lésung, so wird 
aus der zweiten in die erste Lésung Chlornatrium diffundieren. 
Diese Stérung des Gleichgewichts durch Vermebhrung des frei ge- 
lésten Teiles wird, falls hier die Gesetze des chemischen Gleich- 
gewichtes gelten, zu einer entsprechenden Vermehrung des kolloid 
gebundenen Anteils fihren: das Endergebnis wire jedenfalls eine 
Vermehrung des Kochsalzgehaltes im Hungerblute. Ich glaube 
daher, daB meine Versuche den Beweis liefern, dal’ das Kochsalz 
im Hungerblute ebenso frei gelést ist wie im Futterblute. Mit die- 
ser Feststellung fallen alle Hypothesen dahin, welche gemacht 
worden sind, um z. B. die Nichtausscheidung von Kochsalz durch 
die Niere eines Hungertieres mit Hilfe einer besonderen Bindung 
des Kochsalzes im Blute zu erkliren. 


B. Die Bindung des Zuckers im Blute. 


Das Verhalten des Zuckers im Blute ist nicht selten Gegen 
stand der Untersuchung gewesen. Mehr als bei irgend einem an- 
deren im Blute vorkommenden, in Wasser leicht léslichen Stoff ist 
bei diesem Stoffe die Frage ventiliert worden, ob er nicht kolloid 
gebunden sei. Die Veranlassung, weshalb diese Ansicht sich gel- 
tend machte, waren nicht ausschlieBlich gewisse Tatsachen, welche 
bei der Sekretion, insbesondere der Sekretion durch die Niere be 
obachtet wurden, sondern vor allem waren es gewisse Schwierig- 
keiten bei der quantitativen Analyse des Blutes, welche verschie 
dene Forscher veranlaBten, die Meinung auszusprechen, da8 der 
Zucker nicht frei gelést im Blute vorkomme. Im Verfolg der Kon- 
troversen iiber die Méglichkeit, quantitativ allen im Blute vorhan- 
denen oder auch kiinstlich zugesetzten Zucker wieder zu gewinnen, 
ergab sich aber, da bei geeigneter EnteiweiBung und sorgfiltigem 
Auswaschen des Eiweifniederschlages keine Zuckerverluste ein- 
treten. Natiirlich ist hiermit nicht der Beweis geliefert, daB der 
Zucker, den man bestimmt, auch wirklich urspriinglich frei ge- 
lést im Blute vorkommt. Denn da man sich ziemlich eingreifender 
Methoden bei der Analyse zu bedienen hat, ist die Méglichkeit 
nicht ausgeschlossen, daB erst im Verlaufe der analytischen Ope 
rationen der Zucker aus seiner Bindung gelést wurde. 
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Von einigen Autoren, beispielsweise von Henriques’) und 
Bing®), wird die Ansicht vertreten, da8 der Zucker im Blute gar 
nicht als solcher vorhanden wire, sondern als Jekorinlezithinglukose. 
Diese Anschauung griindet sich darauf, da8 reduzierende Stoffe 
aus dem Blute dargestellt wurden, aus denen Zucker abgespalten 
werden konnte und deren Reduktionswerte ahnlich denen des Blut- 
zuckers sind. Auch Lépine spricht von einem ,,sucre virtuel“, 
welcher aus einer festeren Bindung erst abgespalten wird. Inwie- 
weit derartigen Anschauungen eine Berechtigung innewohnt, ist 
nicht meine Aufgabe zu priifen, da ich in der Lage bin, den Be- 
weis zu fiihren, daB der normale Blutzucker frei gelést im Blute 
vorkommt. 

Wie schon erwihnt, wurden einige Forscher wegen gewisser 
physiologischer Tatsachen dazu bestimmt, eine kolloide Bindung 
des Zuckers im Blute anzunehmen. Die wichtigste hier zu nennende 
Tatsache wire die Nichtausscheidung von Zucker durch die Niere 
unter normalen Bedingungen. Kolisch und neuerdings insbe- 
sondere O. Loewi*) behaupten, da8 in der Norm kein Zucker durch 
die Niere ausgeschieden werde, weil er kolloid gebunden sei; «lie 
Ausscheidung trete aber sofort ein, wenn der Zucker im Blute frei 
gelist sei, wie das nach intravenéser Zuckerinjektion und im lan- 
kreasdiabetes der Fall sei. An und fiir sich nétigen diese Tat- 
sachen nicht zur Annahme, da@ der normale Blutzucker kolloid 
gebunden sei. Diese Annahme geschieht vielmehr zugunsten der 
Vorstellung, da8 alle frei gelésten Substanzen im Blute durch die 
Niere filtriert werden und daher bei jeder auf vermehrter Filtration 
zustande kommend gedachter Diurese in gréBerer Menge ausge- 
schieden werden miissen. 

Die Frage nach der physikalisch-chemischen Bindung des 
Zuckers im Blute mu8 wohl in erster Linie durch physikalisch- 
chemische Experimente entschieden werden. Nach dem, was ich 
oben ausgefiihrt habe, ist die Diffusion diejenige Methode, welche 
die Entscheidung bringen kann. Diffusionsexperimente. welche 
den Blutzucker betreffen, haben zum Unterschiede gegen die friiher 


) V. Henriques, Uber die reduzierenden Stoffe des Blutes. Ztschr. 
f. physiol. Chem. 1897, 244, Nr. 23. 
*) H. I. Bing, Uber das Jekorin. Zentralbl. f. Physiol. 1898, 209. 
5) 0. Loewi, Untersuchungen zur Physiologie und Pharmakologie 
der Nierenfunktion. Arch. f. exp. Pathol. und Pharmak. 48, 410. 1902. 
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untersuchten Stoffe zwei neue Schwierigkeiten. LErstens sind die 
im Blute vorkommenden Zuckermengen sehr gering, zweitens 
fallt der Blutzucker einer raschen Zersetzung durch das glykoly- 
tische Ferment des Blutes anheim. 

Die Dialyse ist von Schenck ') benutzt worden, um zu priifen, 
ob der Zucker im Blute an Eiweif8 gebunden sei. Um mit griéSeren 
Mengen arbeiten zu kénnen, setzte er den Eiweiblésungen und dem 
Blute Traubenzucker zu. Die Zersetzung des Zuckers hemmte er 
durch Zusatz von geringen Mengen Essigsiiure. Die Dialyse ergab, 
daB schlieBlich die Konzentration des Zuckers auf beiden Seiten 
der Pergamentmembran die gleiche wurde. Hieraus zog Schenck 
den Schlu8, daB der Zucker nicht an eiweiBartige Kérper gebunden, 
sondern frei gelést im Blute sei. Die Versuche von Schenck sind 
deshalb nicht ganz streng beweisend, weil noch zwei Einwiinde 
méglich sind. Erstens braucht fiir den im Blute natiirlich vor- 
kommenden und den dem Blute zugesetzten Zucker nicht das 
gleiche zu gelten. Zweitens diffundierte Schenck gegen Wasser. 

Ich habe oben bei der Untersuchung der Bindungsverhilt- 
nisse von Kochsalz zu zeigen versucht, dali die Diffusion des 
Blutes gegen Wasser Bedingungen schafft, welche die eventuclle 
Bindung des Zuckers nicht zum Ausdruck gelangen lassen. Hier- 
zu kommt noch, dafi nach Arthus Wasserzusatz zum Blute den 
Zuckerverlust beschleunigt. Auch Arthus*) hat sich der Dialyse 
bedient. Er unterdriickte die Zerstérung des Zuckers im Blute 
durch das glykolytische Ferment in einigen Versuchen dadurch, 
da er in der Kialte diffundierte, in anderen durch Zusatz von 
Fluornatrium. Letzteres hebt nach der Entdeckung von Arthus’*) 
nicht allein die Blutgewinnung auf, sondern verhindert auch die 
Entstehung des glykolytischen Fermentes. Die Versuche von 
Arthus bedeuten insofern einen weiteren Fortschritt, als er nach- 
weisen konnte, daB der normale Blutzucker gegen destilliertes 
Wasser diffundiert. 


») Fr. Schenck, Uber Zuckerbestimmung im Blute. Pfliigers Arch. 
47, 621. 1890. 

*) M. Arthus, Application de la dialyse 4 la solution de quelques 
questions de chimie physiologique. Ztschr. f. Biologie, N. P. B. 16, 432. 1896. 

*) M. Arthus, Sur le ferment glycolytique. C. R. Soe. de Biol. 
48, 65. 1891. M. Arthus, Glycolyse dans le sang. Comp. rend. 114, 
605. 1892. 
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Die Versuchsanordnung, deren ich mich bediente, hatte zum 
Zweck, zwei Blutsorten gegeneinander zu diffundieren, welche sich 
nur durch ihren Zuckergehalt voneinander unterschieden. Alle 
friiher erwaihnten Fehlerquellen und prinzipiellen Bedenken waren 
hierdurch ausgeschlossen. Es wurden, um das gewollte Ziel zu er- 
reichen, zwei Blutportionen von demselben Tier und zwar vom 
Rinde aufgefangen, die eine in einen Kolben, welcher Fluornatrium 
enthielt und zwar soviel, daB auf je ein Liter Blut 3 g Fluor- 
natrium kamen. Eine zweite Portion Rinderblut wurde aufge- 
fangen und defibriniert. Das defibrinierte Blut wurde mit reiner 
Hefe versetzt und blieb 24 Stunden stehen; nach 24 Stunden 
war daraus fast aller Zucker verschwunden. In einem Versuch 
wurde der Zuckergehalt des Blutes durch 24 stiindiges Stehenlassen 
ohne Hefezusatz auf einen sehr kleinen Betrag herabgemindert. 
Das zuckerarme Blut wurde beim Beginn der Dialyse gleichfall- 
mit Fluornatrium im selben Verhiltnis wie beim andern Blut ver- 
setzt, damit nicht das im Schlauche befindliche Blut bei der Dia- 
lyse sein Fluornatrium verliere, wodurch Gelegenheit zur Ent- 
stehung des glykolytischen Fermentes gegeben wiire. Beide Blut- 
sorten wurden auBerdem zum Schutz gegen Fiulnis mit Toluol 
versetzt. Eine gemessene Menge des Fluornatriumblutes mit 
einem normalen Zuckergehalt kam in den Dialysatorschlauch, in 
das groBe AuBengefaiB kam die vielfache Menge von zuckerarmem 
Blut. Die Dialyse wurde 24 Stunden lang bei Zimmertemperatur 
im Gang belassen. Eine Portion Fluornatriumblut wurde getrennt 
am gleichen Ort aufbewahrt, um dann mit den anderen gleich- 
zeitig auf Zucker analysiert zu werden. 

Die EnteiweiBung der Blutsorten geschah nach Seegens 
Methode; ich habe dieselbe in der folgenden Weise ausgefiihrt: 
100 ccm Blut wurden mit 7 cem 50°/oiger Essigsiiure versetzt, 
auf das 10fache mit Wasser verdiinnt und erhitzt. Kurz vor dem 
Sieden miissen 30—35 cm* 20°/oiger Nag CO;-Lésung hinzugefiigt 
werden. Unter lebhaftem Riihren ]i8t man die Fliissigkeit einige 
Minuten lang aufkochen. Dann filtrierte ich durch ein in der 
Kiiserei gebriiuchlichen Filterstoff, wusch den Niederschlag dreimal 
mit heiBem Wasser aus und brachte ihn dann wieder in die 
Schale, wo er mit Wasser verriihrt wieder aufgekocht wird. Die 
Filtrate werden vereinigt, der Niederschlag wird gut auf dem Filter 
gewaschen. Die ganze Prozedur wird dann noch ein zweites Mal 
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mit dem Niederschlag wiederholt. Die schlieBlich erhaltene 
Fliissigkeit mu8 wasserklar sein, ein Zeichen, daB die EnteiweiBung 
vollstindig. Nach dem Eindampfen der groBen Fliissigkeitsmengen 
auf ein kleines Volumen wird erforderlichen Falles noch einmal 
filtriert und in einem aliquoten Teil die Zuckeranalyse ausgefiihrt. 
Der Zucker wird nach der Allihnschen Methode bestimmt, wie 
sie Pfliiger vorschreibt. Nach der Wiigung des im Wasserstoff- 
strom reduzierten Kupfers habe ich das Kupfer wieder aufgelist 
und das Réhrchen zuriickgewogen. 


Zuckergehalt 
Versuch 17. in 100 com 
Blut. 
Blut, welches 24 Stunden lang mit Hefe versetzt war 9,75 mg 
Fluornatriumblut, 24 Stunden gegen Hefeblut diffun- 
Re de) aS HES Se ESS sn 2 ee 
Urspriingliches Fluornatriumblut, zur selben Zeit in 
Arbeit genommen, als die Diffusion unterbrochen 


We «ke Howe kh eo DEO Se eS Re 
Versuch 18. 
Blut, welches 24 Stunden lang gestanden hatte . . 14,80 mg 
Fluornatriumblut, 24 Stunden gegen gestandenes Blut 
diffundiert . . . ; ; 8,90 


Urspriingliches Fluornatriumblut, zur selben Zeit in 
Arbeit genommen, als die Diffusion unterbrochen 
eee SS ese ee gg eS OY ee . 68,60 


Versuch 19. 
Blut, welches 24 Stunden lang mit Hefe versetzt war 0,30 mg 
Fluornatriumblut, 24 Stunden gegen Hefeblut diffun- 
a ere ee ae ee ee oe ee a 
Urspriingliches Fluornatriumblut, zur selben Zeit in 
Arbeit genommen, als die Diffusion unterbrochen 
SS a 


Versuch 20. 
Blut, welches 24 Stunden lang mit Hefe versetzt war 0,00 mg 
Fluornatriumblut, gegen Hefeblut 24 Stunden diffun- 
re ae i oe ee en ee ee 
Urspriingliches Fluornatriumblut, zur selben Zeit in 
Arbeit genommen, als die Diffusion unterbrochen 
ee «3 5.4 eo & 0s ee oh > ee 
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Zuckergehalt 


Ve ch 21. in 100 ccm 
rsuch 21 Blut. 


Blut, welches 24 Stunden lang mit Hefe versetzt war 0,00 mg 
Fluornatriumblut, gegen Hefeblut 24 Stunden diffun- 

oe; @i6 « ese eee Se eS ee 
Urspriingliches Fluornatriumblut, zur selben Zeit in 

Arbeit genommen, als die Diffusion unterbrochen 

eee Se es See Smee Se) Ue mn, ee 


In allen mitgeteilten Versuchen zeigt sich, daB der normale 
Blutzucker, welcher im Fluornatriumblut vorhanden war, wie die 
Kontrollanalyse ergibt, entweder ganz oder bis auf geringe Mengen 
verschwunden war. Da meine Versuchsanordnung derart war, 
daB der in die AuBenfliissigkeit, nimlich in das zuckerfreie Blut, 
iibertretende Zucker dort der Zerstérung anheimfiel, konnte ich 
nicht den Fall realisieren, daf auf beiden Seiten der Pergament- 
membran Gleichheit der Zuckerkonzentration erreicht wurde. Es 
erwuchs mir daher noch die Aufgabe, mich zu versichern, da8 nicht 
etwa aus der AuBenfliissigkeit in den Dialysatorschlauch glyko- 
lytisches Ferment gedrungen war, welches den Blutzucker des im 
Dialysatorschlauch befindlichen Blutes zerstért hatte. 

Das Verfahren, dessen ich mich zu dieser Priifung bediente, 
war folgendes: Nach Unterbrechung der 24stiindigen Diffusion 
habe ich 50 ccm des im Dialysatorschlauche befindlichen Blutes, 
von dem eine andere Portion sich zuckerfrei erwies, mit 50 ccm 
reiner Zuckerlésung versetzt. 25 cem dieser Lésung wurden gleich 
in Arbeit genommen und der Zuckergehalt darin analysiert. Der 
Rest, 75 ccm, blieb 24 Stunden stehen. Nach Verlauf von 24 
Stunden wurde wiederum in 25 cem der Liésung der Zucker ana- 
lysiert. Die nachfolgendenVersuche geben die erhaltenen Resultate. 


Zuckergehalt 
Versuch 22 in 100 ccm 
: a Lisung. 
Zuckerlésung + diffundiertes Blut sofort untersucht . 521 mg 
ae ee ee ee ee ee ee ee ee 527 


Versuch 23. 
Zuckerlésung -+- diffundiertes Blut sofort untersucht . 135,6 mg 
Cg ee 
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Der dem diffundierten Blute zugesetzte Zucker wird also nach 
24 Stunden in unverminderter Menge wiedergefunden. Hiermit 
ist der Beweis geliefert, daf in dem Dialysatorschlauch nichts vor- 
handen war, was Zuckerzerstérung hervorrufen konnte. Es waren 
sowohl die urspriinglichen Zusatzmittel gegen glykolytisches Fer- 
ment und Faulnis ausreichend, wie auch war im Verlauf der Diffu- 
sion kein zuckerzerstérendes Moment in den Dialysatorschlauch 
eingedrungen. 

Meine Versuche lehren mit aller Sicherheit. dali der im Blute 
natiirlich vorkommende Zucker aus dem Blute durch Diffusion 
verschwindet und zwar auch dann, wenn die AuBenfliissigkeit 
selbst wieder Blut gleicher Zusammensetzung, abgesehen vom 
Zuckergehalt, ist. Es ist einzig und allein die Konzentrations- 
differenz, demnach die Differenz des osmotischen Druckes, welche 
den Zucker durch die Pergamentmembran treibt; in den Versuchs- 
bedingungen ist keine vorhanden, welche eine etwaige Bindung 
lést. Eines der wichtigsten Kriterien, welches wir als Beweis fiir 
den frei gelésten Zustand haben, ist somit fiir den Blutzucker er- 
fiillt und es darf der Satz ausgesprochen werden, ,der normale 
Blutzucker befindet sich frei gelést, im diffusionsfahigen Zustand 
im Blute“. 

Mit dem Nachweise, daf8 der normale Blutzucker frei gelést 
im Blute ist, fallen einige Hypothesen dahin, die sich auf die An- 
nahme einer kolloiden Bindung des Zuckers griinden. Das Ver- 
halten des Zuckers bei der Diurese kann nicht mehr erklirt werden 
aus einer festeren Bindung desselben. Der Nichtiibertritt des 
diffusionsfahigen Zuckers aus dem Blute in den Harn und in andere 
Sekrete hat Ursachen, die in den Eigenschaften der betreffenden 
Zellen zu suchen sind, nicht in der Bindungsart des Blutes'), 


*) Nach AbschluB dieser Arbeit erschien von Lépine und Boulud 
|Compt. rend. Acad. Franc. t. 148, 539] eine Mitteilung, in welcher im 
Anschlu8 an die vorliufige Mitteilung dieser Resultate im Centralbl. f. 
Physiol. 19, Nr. 14, 1905 mit Hilfe der Diffusion die Bindungsverhiltnisse 
des Zuckers untersucht werden. Die Autoren diffundierten bei niederer 
Temperatur und nur zwei Stunden lang. Die diffundierten Zuckermengen 
sind dementsprechend gering, aber immerhin mit Ausnahme eines Ver- 
suches, merklich. Diese Versuche beweisen demnach nicht, wie es Le pine 
und Boulud wollen, da8 der Blutzucker nicht diffusionsfiihig ist. Wenn 
der Zuckergehalt des Blutes kiinstlich gesteigert wird, ist auch bei ihren 
kurzdauernden Versuchen wegen des Konzentrationsunterschiedes, 
nicht wegen anderer Bindung, die Diffusionsgeschwindigkeit griBer. 
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Die wesentlichsten Resultate meiner Arbeit sind folgende: 

1. Die von Buffa angewandte Methode des partiellen Aus- 
frierens von Serum ist an und fiir sich nicht geeignet, die Frage 
zu entscheiden, ob das Serum eine Fliissigkeit von Molekilen 
eigener Art oder eine Lésung sei. Selbst bei einer einfachen 
Lésung z. B. Kochsalzlésung, ergibt die Analyse des partiell aus- 
gefrorenen und des nicht ausgefrorenen Teiles andere Werte, als 
man der Theorie nach vielleicht erwartet hitte. Erst recht gilt 
es fiir Lésungen, welche kolloide Bestandteile enthalten. Der 
Grund fiir dieses Verhalten ist in dem von Quincke aufgedeckten 
Ausscheidungsverhiltnisse von Eis zu suchen. 

2. Das Kochsalz kommt im Blutserum jederzeit frei gelist 
vor. Blutserum 1a8t sich durch Diffusion sowohl gegen Wasser 
wie auch gegen kochsalzarmes Blut seines Kochsalzgehaltes be- 
rauben. Auch in bezug auf die zeitlichen Verhiltnisse gestaltet 
sich die Diffusion des Kochsalzes aus dem Serum genau wie bei 
einfacher Kochsalzlésung. Blut eines hungernden Tieres gegen 
Blut eines gut gefiitterten Tieres diffundiert, ergibt keine Anhalts- 
punkte dafiir, da8 im Hungerblute das Kochsalz etwa fester ge- 
bunden sei. 


3. Blut von normalem Zuckergehalt laBt sich durch Diffusion 
gegen zuckerfreies Blut von sonst gleicher Zusammensetzung seines 
Zuckergehaltes berauben. Der osmotische Druck des gelisten 
Zuckers stellt hierbei die einzig in Betracht kommende Triebkraft 
dar. Der normale Blutzucker ist also in einem frei gelésten Zu- 
stande im Blute. 




















Uber den Einflu®8 des Druckes auf die Resorption im 
Unterhautbindegewebe. 


Nach Versuchen von Dr. C. Thomassen. 


Von 
H. J. Hamburger. 


Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Groningen 
(Eingegangen am 10. Januar 1907.) 


Einleitung. 

Mit Riicksicht aut subkutane Einspritzungen von Arznei- 
mitteln und auf die Anlegung von Verbanden bei 6dematésen 
Schwellungen ist es nicht unwichtig, zu erforschen, welchen Ein- 
HuB der Druck auf die Resorption von Fliissigkeiten im Unterhaut- 
bindegewebe ausiibt. Insbesondere auch vom theoretischen Ge 
sichtspunkte aus, nimlich zur Beantwortung der Frage, welche 
Faktoren bei dem ResorptionsprozeB im Spiele sind, diirfte es 
wichtig sein, diesen Einfluf$ des Druckes zu studieren. 

Schon friiher untersuchte ich den Einflufi des Druckes auf 
die Resorption in der Bauchhéhle und verfuhr dabei in folgender 
Weise! 


Nachdem in die Linea alba eine kleine Offnung gemacht worden ist, 





wird ein Rohr eingefiihrt, das mittels einer geeigneten Vorrichtung wasser- 
und luftdicht in die Offnung paBbt. Mit diesem Rohr steht mittels Gummi- 
schlauch ein Glastrichter in Verbindung, welcher am Halse einen roten 
Strich triigt. 

) H. J. Hamburger, Uber den EinfluS des intraabdominalen Druckes 
auf die Resorption in der Bauchhéhle. Archiv f. Anatomie u. Physiologie. 
Phys. Abt. 1896, 305 u. 526. Weiter Hamburger, Osmotischer Druck 
118 ff. 1904 


und Ionenlehre 2, 
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Es wird nun so lange eine Fliissigkeit in die Bauchhéhle gegossen, 
bis dieselbe den Strich erreicht hat. Dann wird eine bestimmte Fliissig- 
keitsmenge hinzugefiigt und gewartet, bis das Niveau sich bis zum roten 
Striche gesenkt hat. Ausdehnung von Bauchwand und Zwerchfell wird 
vorgebeugt. Durch Heben und Senken des Trichters kann der intraabdomi- 
nale Druck nach Willkiir geregelt werden. 

Die Zeit, welche jedesmal die Fliissigkeit braucht, um sum roten 
Strich zu gelangen, ist ein Ma8 fiir die Resorptionsgeschwindigkeit bei den 
verschiedenen intraabdominalen Druckwerten. 

Als Resultat der Versuche ergab sich: 

1. DaB, wenn der intraabdominale Druck von 2 bis 6 em 
steigt, die Resorption zuweilen bis zum doppelten zunimmt. 

2. Weniger stark, aber jedenfalls noch bedeutend, steigt die 
Resorption bei einer Druckerhéhung von 9 bis 11 em. 

3. Bei einer Druckzunahme von 14 bis 20 cm ist die Resorp- 
tion bald unzweifelhaft ein wenig vermehrt, bald wieder unver- 
iindert geblieben, aber zuweilen auch deutlich vermindert. 

4. Bei einer Drucksteigung von 20 bis 30 cm ist immer eine 
bedeutende Abnahme der Resorption zu beobachten. 

Bei allen Versuchen waren durch Unterbindung des Ductus 
thoracicus die Lymphbahnen ausgeschlossen. Deshalb konnten 
wir das Resultat dahin formulieren: Die Resorption von 
Flissigkeiten seitens der BlutgefaBe ist in hohem MaGe 
vom hydrostatischen Druck abhingig, unter welchem 
die Fliissigkeiten sich befinden. 

Diese Resultate lieBen erwarten, da8 auch im Unterhautbinde- 
gewebe Erhéhung des Druckes bis zu einem gewissen Grade auch 
Zunahme der Resorption zur Folge haben wiirde. 

Nun hatten die Untersuchungen von Starling’) diesen For- 
scher zu dem Resultat gefiihrt, daB bei einer Steigerung des 
Druckes der in das Unterhautbindegewebe eingefiihrten Fliissig- 
keit die Resorption gerade abnehme; von einem Ubergang von 
Fliissigkeit in die Blutkapillaren (,,Backfiltration“) kénne gar nicht 
die Rede sein.- Wie ich aber friiher auseinandergesetzt habe®), 
scheinen Starlings Ausfiihrungen nicht einwandfrei zu sein. 


) Starling, On the absorption of fluids from the connective tissue 
spaces. The Journal of Physiol. 19, 318. 1896. 
*) Osmotischer Druck und Ionenlehre 2, 150 ff. 
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Starling experimentierte folgenderweise : 

Bei einem Hund mittlerer GriSe wurde das Blut erst defibriniert und 
dann wieder injiziert. Dann wurde eine T-Kaniile in den Verlauf einer 
der Dorsalvenen des FuBes eingebunden und mit einem mit Salzlisung ge- 
fiillten Manometer in Verbindung gebracht. Héher, in der Richtung des 
Knies, wurde in die V. Saphena interna eine Kaniile gebracht, durch welche 
Blut abflieBen konnte. Das ausflieSende Blut wurde aufgefangen und ge- 
messen. Ferner wurde eine scharfe Kaniile in das Unterhautbindegewebe 
in der Nihe der V. Saphena interna gesteckt. Diese Kaniile stand in Ver- 
bindung mit einer mit Kochsalzlisung gefiillten Flasche, deren Héhenlage 
verindert werden konnte. Endlich wurden zwei Southey-Réhrchen, C und 
D, in verschiedener Hihe in das Unterhautbindegewebe gesteckt; sie standen 
mit Wassermanometern in Verbindung. 


Es folgt hier eine von Starling mitgeteilte Versuchsreihe: 


EinfluB des extravaskularen Druckes’) auf den Blut- 
strom in den Venen. 





&® Aus der Vena 
Southey- | Southey- 


Injek- | Saphena tripfelnde 
Zeit Vena Rihre | Réhre Blutmenge 
jtionsnadel =p | 6 Css (im 10 Minuten 
| = } seem 
2U.25Min) — -_ ~ _ 4,2 
2,35 , 2 | — _ - 2,8 
2, « 118 | — —_ 28 (15 Minuten) 
3,00 , 108 ~ _ — 18 
3,10 , 103 - _ _ 15 


Injektion einer 1°/, NaCl-Liésung in das Unterhautbindegewebe. 





3U.20Min| 105 | 315 — — 1,3 
3, 30 , ? | 315 - 155 0,8 
3,40 , 133 | 355 145 | 155 0,4 
3,50 , 170 | 265 | 157 | 165 0,4 
Injektion hort auf. 
4.00 , 120 | 107 103 94 0,5 
a, x 110 | 80. | 80 70 1,8 (15 Minuten) 
Injektion fangt wieder an. 
4,25 » 183 | 235 130 155 1,3 
4,40 , 220 | 245 160 180 1,8 (15 Minuten) 
a 160 110 110 102 1,3 
5,00 , 145 93 97 88 1,6 
5,10 , 137 80 95 75 1,8 
5,20 , 132 76 87 68 2,0 
5,, 30 , 127 70 85 67 2,4 





”) Der extravaskulare Druck und auch der Venendruck ist angegeben 
in mm Wasser. 


Biochemische Zeitschrift Band III. 24 
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Aus diesen Versuchsergebnissen folgert Starling, daB bei 
Steigerung des durch kiinstliches Odem herbeigefiihrten Druckes 
im Unterhautbindegewebe: 

1. der Blutdruck in den FuBvenen zunimmt; 

2. der AusfluB des Blutes aus der V. Saphena abnimmt. 


Er interpretiert das folgendermafen: 

Wenn im Verlauf der V. Saphena das kiinstliche Odem einen 
Druck ausiibt, so wird letzterer auch diese Vena treffen, was zur 
Folge haben wird, zuniichst da8 unterhalb der Druckstelle, also in 
den FuSvenen und Kapillaren, durch Beeintriichtigung des Ab- 
flusses des heranstr6menden Blutes eine Stauung, also eine Blut- 
drucksteigerung stattfindet. Oberhalb der Druckstelle wird der 
AbfluB ebenfalls verringert sein. Studiert man aber den ersten 
Teil der Tabelle, so erhebt sich einiger Zweifel an der Richtigkeit 
von Starlings SchluBfolgerung. Um 3°20’ niimlich ist bei einem 
Injektionsdruck von 315 mm der AusfluB ebenso groB wie um 
4525’ bei einem Injektionsdruck von 235 mm und um 4°50’ bei 
einem Injektionsdruck von 110 mm. Andererseits aber sieht man 
im letzten Stadium des Versuchs (4"50' bis 5530’) bei einer 
Druckabnahme der zu injizierenden Fliissigkeit von 110 bis auf 
70 mm eine regelmaBige Steigung des Blutausflusses aus der 
Vena, was in der Tat zugunsten der von Starling vertretenen An- 
sicht redet. 

Es erhebt sich noch eine zweite Schwierigkeit. Wir wollen 
vorliufig mit dem Autor annehmen, da8 wirklich mit gesteigertem 
extravaskularen Druck der Ausflu8 von Blut aus den Venen ab- 
nimmt, darf man dann mit ihm ohne weiteres daraus schlieBen, 
daB auch die Resorption abnimmt? 

Ich habe bereits friither') Zweifel dariiber ausgesprochen. Zu- 
nachst, bemerkte ich, wurde bei Verfassers Versuchsanordnung der 
Druck nicht gerade da ausgeiibt, wo dessen EinfluB auf die Re- 
sorption zur AuBerung kommen konnte. Zu diesem Zweck hiitte 
er am Fu6riicken injizieren miissen, und nicht im Verlauf der 
V. Saphena, wo diese bereits ein groBes Gefi® bildet, das wohl 
zusammengedriickt werden kann, aber nicht selbst zum Resorbieren 
imstande ist; aber auch wenn der Druck wirklich am FuB6riicken 
ausgeiibt wire, war es dann nicht méglich, da8 derselbe in den 


1) A.a. O. S. 156. 
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Versuchen Starlings zu hoch war? Es kénnte sich doch hier um 
einen ihnlichen Fall handeln, wie beim Einflu8 des Druckes auf 
die Resorption in der Bauchhéhle. Bei sehr geringen hydrostati- 
schen Druckwerten nahm die Resorption mit dem Druck zu, bei 
héheren Werten nahm sie ab. Die Ursache dieser Erscheinung 
fand ich darin, da8 bei geringerem extrakapillaren Drucke die 
Resorption in die Kapillaren beférdert wird, ohne daB der AbfluB 
von Blut aus den Venen in merkbarer Weise beeintrichtigt wird. 
Ist dagegen der extrakapillare Druck bedeutend, so wird zwar da- 
durch der Ubergang von Odemfliissigkeit in die Blutkapillaren be- 
fordert, aber indem jetzt die Zusammendriickung der abfiihrenden 
Vena sich auf die Abfuhr des Blutes in quantitativ nicht zu ver. 
nachlassigendem Sinne geltend macht, wird schlieBlich die Re- 
sorption doch beeintriichtigt. Wir haben nun auf experimentellem 
Wege untersucht, ob unter etwa anderen Versuchsbedingungen als 
die, unter welchen Starling gearbeitet hatte, bei erhéhtem extra- 
kapillaren Druck nicht eine Steigerung der Resorption statt- 
finden kénnte. 


I. Versuchsverfahren. 


In der Hauptsache wurde folgenderweise experimentiert: 

Bei einem durch Verblutung frisch getéteten Tiere wurde 
gleichzeitig durch die beiden Hinterbeine defibriniertes Blut 
gefiihrt. Dann wurde am Fufriicken ein kiinstliches Odem von 
Salzlisung hergestellt und die beiden Odeme unter verschiedenem 
Druck gehalten. Man hitte nun untersuchen kénnen, inwieweit die 
beiden Blutportionen, infolge einer etwaigen differenten Aufnahme 
von Salzlésung, eine verschiedene Verdiinnung erfahren hatten. 

Letztere Methode schien aber nicht empfehlenswert, da die 
durchzuleitende Blutmenge gegeniiber den zu _resorbierenden 
Odemproben zu grof schien, um ausgeprigte Resultate zu liefern. 

Deshalb wurde in anderer Weise verfahren. Es wurde von 
gleichen Volumina isotonischer Na Cl-Lésung und Na NO;-Lésung 
an beiden Beinen eingespritzt und die beiden Odeme unter diffe- 
rentem Druck gehalten. Nachdem durch die beiden Beine die 
gleiche Blutmenge durchgefiihrt war, wurde der Gehalt der zwei 
Blutsera an Cl und NO; ermittelt und konnte also festgestellt 
werden, ob der Druck die Resorption beeinfluBt hatte. 

Jetzt einige weitere Besonderheiten. 

24* 
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1. Das Versuchstier und die Durchleitung des Blutes. 


Da fiir unsere Versuche Kaninchen zu kleine Tiere sind und 
groBe Hunde schwer zu bekommen waren, fiel die Wahl auf jung- 
geborene, nur einige Tage alte Kiilber, freilich ein ziemlich kost- 
bares Material, das aber doch im Friihjahr in hinreichender An- 
zahl zu bekommen ist. 

Anfiinglich versuchten wir, nach dem Vorgang Starlings, 
beim lebenden Tier zu experimentieren; hierzu war eine vorherige 
Defibrinierung des Blutes unumgiinglich. 

Zu diesem Zweck wurde die A. carotis und die V. jugularis 
bloBgelegt. Sodann wurde einigemale nacheinander aus der Schlag- 
ader etwa ein Liter Blut in eine auf 37° C. erwirmte Schale auf- 
gefangen, in derselben defibriniert und, nach Entfernung des 
Fibrins, wieder durch die Halsader unter niederem Drucke in den 
Kérper zuriickgefiihrt. Wihrend dieser Verrichtung starb jedoch 
das junge Tier trotz aller Fiirsorge, ohne daB die Ursache nach- 
gewiesen werden konnte. 

Um der Gefahr vorzubeugen, mehr Kalber auf diese Weise zu 
verlieren, wurde durch die Beine des schnell durch Verblutung ge- 
téteten Tieres unmittelbar auf 37° erwiirmtes frisches defibriniertes 
Rinderblut geleitet. Zu diesem Zweck wurden mdglichst rasch dic 
Art. und Vena femoralis priipariert und mit Glasréhrchen versehen. 
Unter den nétigen Kautelen wurde dann die Arterie mit einem 
1,8 m hoch stehenden Gefa6 in Verbindung gebracht, das das auf 
37 °gebrachte und gehaltene arterialisierte Rinderblut enthielt. Das 
dunkle venés gewordene Blut verlieB die V. femoralis. 

Der Blutstrom hatte anfangs eine geniigende Schnelligkeit. 
Spiiter nahm die Schnelligkeit sichtlich ab, was wir anfangs glaub- 
ten einem Fehler beim Defibrinieren des Rinderblutes zuschreiben 
zu miissen. Sicherheitshalber fiigten wir deshalb beim folgenden 
Versuche dem defibrinierten Blute 0,2°/9 Natriumoxalat zu, einer 
Substanz, gegeniiber welcher die roten Blutkérperchen sich indiffe- 
rent verhalten: 

Aber auch jetzt kam es nicht zu einer geniigenden Durch- 
strémung. Bald zeigten sich Gerinnsel, sowohl im Glasréhrchen 
wie im Gummirohr. Wahrscheinlich war bei der Verblutung des 
Tieres noch etwas Blut in den GefaBen zuriickgeblieben. Bei den 
folgenden Experimenten suchten wir diesem Ubelstande dadurch 
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vorzubeugen, da8 wir vor der Einspritzung der Odemfliissigkeit 
die GefaiBe mit defibriniertem Rinderblut kriftig durchspiilten. 
Das Rinderblut, dem 0,2°/) Natriumoxalat zugesetzt war, blieb 
jetzt wieder gut fliissig, so daf die Durchstrémung anfangs genii- 
gend war. Jedoch verringerte sich auch bei diesen Versuchen der 
Blutstrom zuweilen zusehends. 

Die Ursache schien folgende: Wegen der tiefen Lage der Ge- 
fae im Schenkelkanal sind die Réhrchen, durch welche das Blut 
in die BlutgefaBe und aus denselben gefiihrt wird, zwischen den 
Muskeln, die jenen Kanal bilden, eingeklemmt. Bei der geringsten 
Verlagerung des Beines oder Zusammenziehung dieser Muskeln 
werden die Réhrchen in eine der Richtung der Blutgefii®e nicht 
mehr entsprechende Lage versetzt, was eine Verengerung des Lu- 
mens der GefaéBe und infolgedessen einen triigeren Gang des Blut- 
laufes zur Folge haben kann. 
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Um diesem Ubelstande aus dem Wege zu gehen, wurden bei 
den folgenden Experimenten die Réhrchen in den Beckenteil der 
linken und rechten Arteria und Vena femoralis eingefithrt. Zu 
diesem Zwecke wurde der Bauch in der Linea alba geéffnet, das 
Becken in der Symphysis pubis gespalten, die Blase und das Ree- 





tum entfernt, und die GefiaBe auspripariert. Die anastomosierenden 
GefaBe: die Arteria und Vena hypogastrica, die Arteria obturatoria 
und sacralis lateralis wurden unterbunden. Sodann wurde eine 
Ligatur um die Aorta abdominalis und die Vena cava gelegt. 
Durch die Unterbindung der Arteria femoralis profunda und 
anterior wurde verhindert, da ein Teil des Blutes in der Muskel- 
masse, in der diese Arterien sich verzweigen, zirkuliere, ohne mit 
dem Odem in Beriihrung zu kommen. 
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Die Lage der Réhrchen in der Beckenhéble war geriumig; man 
konnte jede Anderung des Standes bald erkennen und beseitigen. 

Bei dieser Versuchsanordnung war die Durchstrémung oft eine 
recht befriedigende. 

Dennoch muSten mehrere Experimente erfolglos beendigt 
werden, so daB das Belegmaterial, obgleich ganz geniigend und zu- 
verlassig, nicht einen der grofen Anzahl Versuchstiere entspre- 
chenden Umfang bekommen hat. 


2. Die Blutreservoire und die Injektion der Odem- 
flissigkeiten. 

Auf einem Gestell, hoch iiber dem Tisch, auf dem das Ver- 
suchstier liegt, befindet sich eine grofe zinkene Wanne mit Wasser, 
in der sich zwei Literflaschen mit definibriertem Rinderblut be- 
finden. Das Blut wird auf 38° gehalten. 

Die Flaschen sind mit einem dreifach durchbohrten Kork 
beschlossen. Ein Loch gestattet den Durchgang einem Trichter, 
dessen Stiel fast zum Boden der Flasche reicht, das zweite Loch 
einem Thermometer, das dritte einem umgebogenen Qlasrohr, das 
mittels Gummischlauch mit der A. femoralis in Verbindung steht. 
Der Gummischlauch der einen Flasche fiihrt zur rechten, der der 
anderen Flasche zur linken A. femoralis. Das in jeder Vena fe- 
moralis eingebundene Rohr verzweigt sich in zwei AbfluBréhren, 
von denen je eins in einen Mefzylinder reicht. Einer der beiden Ab- 
schlu@schlauche ist immer zugeklemmt, so da8 das Blut nur in 
ein GefaB abliuft. Ist letzteres gefiillt, so wird der entsprechende 
ZufluB abgeklemmt und der andere geéffnet. Auf diese Weise wird 
vorgebeugt, da® der Abflu8 des Blutes unterbrochen wird. Jeder 
MeBzylinder ist von einem doppeltdurchbohrten Kork verschlossen. 
Das eine Loch la6t das AbfluBrohr hindurch, das andere Loch ein 
mit Chlorcalcium gefiilltes Rohr. 

Es ergab sich, daf die Wasserverdunstung des Blutes in den 
Me6glaiBern sehr gering war. Die Chlorcalciumréhren nahmen, 
wie aus zwei Experimenten hervorging, nur wenig an Gewicht zu: 

Experiment a: rechts 0,030 + 0,059 = 0,089 g 
links 0,098 +- 0,087 = 0,185 g 

0,274 g 

Experiment b: rechts 0,001 +- 0,087 = 0,159 g 
links 0,099 + 0,200 = 0,299 g 

0,458 g. 
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Mehr Wasser aber diirfte bei dem wiederholten UmgieBen des 
Inhaltes aus den Mefiglisern in den Trichter des DruckgefiBes ver- 
dunstet sein. Dies lieB sich jedoch ohne gréBere Komplikationen 
am Apparat nicht vermeiden. Fiigen wir noch hinzu, daB die Blut- 
menge, mit welcher jedes Bein einigemale durchstrémt wurde, 
750 eem betrug. Ungefihr 100 ccm wurden als Vergleichsfliissigkeit 
zur Seite gestellt, so daB im ganzen 2 X 750 +- 100 = 1600 ccm 
Rinderblut benutzt wurde. 

Die Odemfliissigkeiten bestanden aus isotonischen Salzlé- 
sungen: 0,9°/9 NaCl und 1,03°/9 NaNO ;, welche einzeln oder in 
verschiedenen Mischungen, unter einem bestimmten Drucke in das 
Unterhautbindegewebe eingespritzt wurden. Diese Einspritzung ge- 
schah durch 2 Nadeln, welche an der Innen- und AuBenfliche 
jedes Beines unter die Haut gestochen wurden und welche mit 
einer Druckflasche, in der sich die Salzlésung befand, mittels einer 
Kautschukrohre verbunden wurden. AusdemaufS.  erwihnten 
Grunde wurde am Fuf injiziert, anfainglich an der Unterfliiche der 
dritten Phalange, spiiter aber stellte sich heraus, daf der betreffende 
Metatarsus sich besser eignete. Nach jedem Versuche wurde stets 
nachgesehen, ob das Odem sich iiber eine hinreichende Fliche aus- 
gebreitet hatte und ob die Kaniile etwa BlutgefiBe verletzt hatte. 


» 


3. Chemische Untersuchung von Serum und Odem- 
fliissigkeit. 
Um das Serum zu bekommen, wurde das defibrinierte Blut in eine 


kriftige Zentrifuge gebracht. Die auf diese Weise erhaltene Fliissigkeit 
war immer vollkommen klar. 


Bestimmung der festen Bestandteile. 


Die festen Bestandteile wurden ermittelt, indem 10 ccm in einer vor- 
aus gewogenen kleinen Porzellanschale bei einer Temperatur von 100° bis 
105° ©. zum Trocknen eingedampft wurden. Dieses Verfahren wurde so 
lange fortgesetzt bis keine Gewichtsabnahme mehr erkennbar war. 


Das Entfernen des EiweiBes aus den serésen Fliissigkeiten. 
Um das Cl und andere anorganische Siureradikale quantitativ 
in eiweiBhaltigen Fliissigkeiten zu bestimmen, ist es gew6hnlich 
notwendig, eine Entfernung des EiweiBes vorangehen zu lassen. 
Es stehen hierzu die folgenden vier Methoden zur Verfiigung, 
welche hier auch benutzt worden sind. 
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1. 10 ccm Odemfliissigkeit wurde mit 20 cem gesiittigter chlorfreier 
(NH,),SO,-Lisung versetzt, das Gemisch in einer geschlossenen Flasche 
im Wasserbade erhitzt, und nach Abkiihlung filtriert. 

2. 10 ccm des zu untersuchenden Serums wurden mit 90 ccm destil- 
liertem Wasser verdiinnt in einem Kolben, welcher mit einem mit kleiner 
Offnung versehenen Kork verschlossen war. 

Sodann wurde das verdiinnte Serum kriftig erhitzt und wurden vor- 
sichtig einige Tropfen verdiinnter Esssigsiiure hinzugefiigt, bis das Eiwei8 
sich in groBen Flocken abschied. 

Nachdem die Fliissigkeit abgekiihlt war, wurde filtriert. Man kann 
das Eiwei8 als vollkommen entfernt betrachten, wenn das Filtrat voll- 
stindig klar und farblos aussieht. 

3. Das zur Bestimmung der festen Bestandteile bereits getrocknete 
Serum wurde unter Vermeidung starker Hitze in einem Tiegel eingeischert. 
Die zuriickgebliebene kohlehaltige Asche wird mit kleinen Portionen Wasser 
ausgekocht. Nach Abkiihlung wird zu 70 com mit Wasser verdiinnt und 
dann filtriert. 

4. Zu 10 com Odemfliissigkeit wurde ein Uberma8 von alkoholischer 
Tanninlisung hinzugefiigt. Nachdem die Fliissigkeit miBig erhitzt worden 
war, wurde filtriert. 

Das eventuell vorhandene Eiwei8 wurde durch die Tanninlisung 
niedergeschlagen und blieb auf dem Filter. 

In den unter II beschriebenen Versuchen wurde fiir die Jod- oder 
Stickstoffbestimmung das Eiwei8 nach Methode 2 entfernt und fiir die 
Chlorbestimmung nach Methode 3 gearbeitet. 

Bei den unter III und IV beschriebenen Experimenten wurde fiir die 
Stickstoffbestimmung Methode 4 gebraucht und fiir die Chlorbestimmung 
Methode 1. 

Die Wahl zwischen den 4 Methoden wird hauptsichlich bestimmt 
durch die Erwigung, da8, wenn in einer eiweiShaltigen Fliissigkeit vie] 
Eiwei8 vorhanden ist, das Volum des Niederschlags, die Konzentration 
der gelisten Bestandteile in nicht zu vernachlissigendem und auch in nicht 
genau anzugebendem Grade bei der Berechnung beeinfluBt. 

Weiter ist die Anwesenheit einer konzentrierten (NH,), SO,- Lisung 
nicht selten schidlich fiir die quantitative Bestimmung gelister Substanzen. 
Und drittens hat auch die Einiascherung zuweilen ihre Nachteile, indem 
sie durch Neubildung von Phosphaten, Sulfaten und Karbonaten und bei 
starker Erhitzung, durch Verdampfung von NaCl und KCl, ein falsches 
Bild von der Zusammensetzung der serisen Fliissigkeit mit Bezug auf die 
mineralen Bestandteile gibt. 


Stickstoff-Bestimmung. 


Fiir die quantitative Bestimmung des Stickstoffs wurde die Methode 
von Ulsch gewihlt. 

Hierzu benutzt man einen Glaskolben von 600 ccm Inhalt. Derselbe 
ist verschlossen mittels eines Kautschuckstopfens, durch welchen ein 
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kolbenférmiger Tropfenfiinger geschoben ist, wie das auch bei der Kjel- 
dahlschen Stickstoffbestimmungsmethode beim Abdestillieren des Am- 
moniaks gebriiuchlich ist. 

Der unter dem Kautschuckstopfen liegende Teil des Tropfenfingers 
ist tiber eine Linge von 1 cm so weit ausgezogen, bis der innere Durch- 
messer 2 mm betrigt. 

Man bringt z. B. 20 cem stickstoffhaltiger Lisung (verdiinntes Serum) 
in das GlasgefiB, fiigt 5 g Ferrum Hydrogenio reductum hinzu und dann 
10 cem verdiinnte Schwefelsiiure, welche aus einem Volumen konzentrierter 
Siure + zwei Volumen Wasser bereitet ist. Dann wird der Gummistopfen 
mit Tropfenfinger auf das GefiS angebracht und das Gemisch auf einer 
kleinen Flamme ungefihr fiinf Minuten erhitzt. Es findet bald eine 
heftige Gasentwicklang statt, die, nachdem die Flamme entfernt worden 
ist, ruhiger wird. Dann kocht man aufs neue fiinf Minuten, womit dann die 
Reaktion als beendet betrachtet werden darf, d. h. der Wasserstoff hat das 
vorhandene N in NH, iibergefiihrt und dieser verbindet sich unmittelbar 
mit dem H,SO,. Das Uberma8 des sich entwickelnden Wassersteffes findet 
durch den Tropfenfingen einen Ausweg, und letzterer gibt, bevor er aus 
dem Apparat entweichen kann, dem darin vorhandenen Wasser die mit- 
gefiihrten Fliissigkeitsteilchen ab. Spiiter, wenn die Reduktion beendigt 
ist, spilt man dann auch die im Tropfenfiinger vorhandene Fliissigkeit 
sorgfaltig aus und setzt dieselbe der Fliissigkeit im groBen GlasgefiBe zu. 

Jetzt sind wir zur zweiten Phase der Methode gelangt, niimlich zur 
Uberfiihrung des Ammoniumsulfats in Ammoniak, Destillation des Am- 
moniaks und Titration dieser Base. Der saure Inhalt des GefiBes wird 
mit 100 com Wasser und 30 ccm Kalilauge von 1,25 SG versetzt und dann 
unmittelbar auf die gebriuchliche Weise (d. h. mittels eines mit dem 
Tropfenfainger verbundenen Kiihlers) abdestilliert. Der Kolben, in welehem 
das Ammoniak aufgefangen wird, enthilt 15 cem */,, normale Schwefelsiure. 

Das Destillieren wird fortgesetzt, bis ein Drittel der Fliissigkeit aus 
dem groBen Glaskolben verschwunden ist. Das Destillat wird mit '/,, nor- 
mal verdiiunter Schwefelsdure titriert. 


Chlor- Bestimmung. 


Nachdem aus 10 cem Fliissigkeit (Serum oder Odem) nach einer der 
genannten Methoden das Eiweif8 entfernt worden war, wurden 10 ccm 
AgNO, */,, normal und 5 cem konzentrierter HNO, zugesetzt, und nach- 
dem das gebildete Ag) durch Filtration entfernt war, im Filtrat das 
UbermaB’ von AgNO, bestimmt, mittels KCNS, HNO, und Eisenalaun. 


Il. Einflu8 des Drackes der subkutan eingespritzten Flissigkeit 
auf die Stromgeschwindigkeit des Blutes. 
Wie gesagt, erhoben wir bereits friiher Zweifel tiber die 
Richtigkeit von Starlings SchluBfolgerung aus dessen Versuchen, 
nach denen bei Steigerung des Odemdrucks der Abflu8 des venésen 
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Blutes abnimmt. Wir haben deshalb jetzt seine betreffenden Ex- 
perimente wiederholt und zwar mit der Abiinderung, da® das 
kiinstliche Odem nicht wie bei Starling lediglich auf den groBen 
Venenstamm driickte sondern auf das entsprechende Kapillargebiet, 
es wurde dies dadurch erzielt, daB die Injektion um die Metatarsi 
stattfand. Weiter wurden die Versuche nicht an einem Bein aus- 
gefiihrt mit abwechselndem Druck, sondern an zwei mit verschie- 
denem Druck und drittens war auch der hydrostatische Druck des 
Odems geringer als bei Starlings Versuchen. Die folgende Ta- 
belle (Seite 371) enthilt die Resultate einer Versuchsreihe. Die 
Einrichtung bedarf wohl keiner niiheren Erkliirung. 

Wie aus der Tabelle hevorgeht, war um 12.04'/, Uhr rechts 
und links die Geschwindigkeit des Blutstromes gleich. Nun wur- 
den die Nadeln, mittels welcher die isotonische Salzlésung unter 
die Haut eingespritzt wurde, an der Innen- und Aufenfliche des 
Metatarsus ein wenig oberhalb des Metatarseo-phalangealgelenkes 
in das Unterhautbindegewebe eingefiihrt und mit der Druckflasche 
verbunden. Nach einiger Zeit bildete sich im Unterhautbinde- 
gewebe der beiden Beine ein Odem, das sich um den Metatarsus 
und teilweise tiber das Metatarseo-phalangealgelenk ausdehnte. 
Das Blut wurde jetzt wieder durchgefiihrt. 

Man sieht deutlich (R. Il und L. ID), daB die Geschwindigkeit 
des Blutstromes durch das linke Bein bedeutend geringer ist als 
rechts, wo der Druck in dem Unterhautbindegewebe 100 mm 
schwiicher ist. 

Vergleicht man R. II mit L. LI, so ergibt sich, daB die Durch- 
schnittsgeschwindigkeit bei 50 mm Druck im rechten und linken 
Beine gleich ist. 

Die durchschnittlich herausgeflossene Menge Blut (vergl. 
R. III bei 0 mm Druck) ist bedeutend gréBer als bei 50 mm Druck 
(vergl. R. 1 und R. IV). In R.IV ist die Stromgeschwindigkeit 
gréBer als unter demselben Druck bei 50 mm unter R. II. Das 
mu8 seinen Grund darin haben, daf unter R. II noch nicht die 
volle Stromgeschwindigkeit erreicht ist. 

Links nimmt die Geschwindigkeit bei Abnahme des subku- 
tanen Druckes (L. IID) ebenfalls zu. Bei 150 mm (L. IV) sinkt die 
Geschwindigkeit wieder, allein die durchschnittliche Blutmenge, 
welche bei 150 mm Druck unter L. II ausgeflossen ist, ist viel ge- 
ringer als bei demselben Drucke unter L. IV. Auch hier glaube 
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2 200 2,025— 2,05 | 2,5 200 
15] | 200 2,05 — 2,065 1,5 200 
1,5 | | 200 2,065— 2,09] 2,5 200 
“4 rom 215 — 2,179 2,5 200 
> | 21 
15; J} | 200 
2,30 — 2,325 25 200 
2,325— 2,35] 2,5 150 
2,35 — 2,369 1,5) | 150 
| 2,365— 2,38] 1,5 | | 150 
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ich, ebenso wie bei R. II, darauf aufmerksam machen zu miissen, 
daf unter L. II die volle Stromgeschwindigkeit noch nicht er- 
reicht war. 

Aus diesem Versuch ergibt sich also, dai schon bei geringer 
Erhéhung des Druckes im Unterhautbindegewebe die Blutstrom- 
geschwindigkeit abnimmt. 

Die folgende Tabelle gibt eine Zusammenfassung der in der 
vorigen Tabelle verzeichneten Resultate. 





Rechts Links 


Druck | Menge des ausge- Druck | Menge des ausge- 
flossenen Blutes flossenen Blutes 


are des Odems | signs 
in 5 Minuten in 5 Minuten 


des Odems | 


in mm in mm 
Fliissigkeit ae Flissigkeit iain ae 
B — 256 I. _ 256 
IL. 30 514,5 Il. 150 297,5 
Il. 0 723 Ill. 50 530 
IV. 50 670 if 150 464 





Dieser Versuch bestiitigt somit die Beobachtung 
Starlings, daB nimlich bei steigendem Drucke im Unter- 
hautbindegewebe die Geschwindigkeit des venésen Blut- 
stromes abnimmt, und erweitert die Beobachtung des 
Verfassers noch in dem Sinne, da& genannter EinfluS 
sich bereits bei sehr geringer Drucksteigerung und auch 
bei Applikation des Odems in der resorbierenden Gegend 
selbst, geltend macht. 


Ill. Einflu8, den der Druck des kiinstlichen Odems auf den Uber- 
gang von dessen Bestandteilen in das voriiberstrémende Blut ausiibt. 


Nachdem durch die oben beschriebenen Versuche festgestellt 
war, daG bereits eine geringfiigige Steigerung des Odemdruckes 
Verringerung des vendsen Blutstromes herbeifiihrt, sollte jetzt 
untersucht werden, ob, wie Starling annahm, mit dieser Ver- 
ringerung eine Abnahme der Resorption einherging. 

Zu diesem Zwecke wurde in das subkutane Bindegewebe des 
einen Beines ein Gemisch von mit der Blutfliissigkeit isotonischen 
Salzlésungen unter einem Drucke von 50 mm eingespritzt; in das 


— 
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subkutane Bindegewebe des anderen Beines dieselbe Salzlésung 
unter einem Drucke von 150 mm. Dann wurde durch jedes Bein 
750 ccm Blut mehrmals durchgefiihrt, und nachher durch che- 
mische Untersuchung der beiden Blutsera quantitativ festgestellt, 
inwieweit die Salze in verschiedener Menge aus der Lésung von 
dem Blute aufgenommen worden waren. 


Versuch II. 

In dem jetzt folgenden Versuche wurde durch jedes Bein in 
einer Stunde und 40 Minuten neunmal 750 ccm defibriniertes 
Blut gefiihrt. Die hier fiir das Odem benutzte Fliissigkeit bestand 
aus einem Teil isotonischer Natriumjodidlésung und einem Teil 
isotonischer Natriumnitratlésung. Wie gesagt, war der Druck unter 
der Haut rechts 100 mm, links 150 mm. 








Feste . N-Gehalt 
Druck Bestandteile i. i oem 
Versuch des Odems in 10 com Serum 
Serum 
mm | g mg 
Das urspriingliche Blut (das 
also nicht durch das Bein 
gefihrt wurde) ... . — 0,781 21 
Versuch am rechten Beine . 100 0,926 25,2 
Versuch am linken Beine . . 150 0,895 28,1 





Zuniichst geht aus der Tabelle hervor, daBS bei der Durch- 
fiihrung des Blutes durch die Beine der Gehalt des Serums an 
festen Bestandteilen zugenommen hat, die am rechten Bein 18,5 °/o, 
am linken 14,59 °/o. 

Diese Zunahme der festen Bestandteile kann wohl nicht 
anders als der Wasserverdunstung beim wiederholten UbergieBen 
des Blutes zugeschrieben werden. Weiter erhellt aus der Tabelle, 
da8 wahrend der Durchstrémung der Stickstoffgehalt des Serums 
sich vermehrt hat. 


Zu dem Stickstoff des urspriinglichen Serums, welcher wohl 
fast ausschlieBlich von Eiweifi stammt, und 21 mg pro 10 ccm 
Serum betriigt, sind am rechten Bein 20°/) und am linken 33,3 °/o 
Stickstoff hinzugekommen. Hiitte bei der Durchleitung des Blutes 
kein Stickstoff das Odem verlassen, so miiBte, der soeben konsta- 








| 
| 
| 
£ 
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tierten Einengung entsprechend, am rechten Bein auch der Stick- 
stoffgehalt um 18,5 °/5 und am linken um 14,59 °/o gréBer ge- 
worden sein. 

Doch was ergab das Experiment? 

Die Zunahme des Stickstoffgehaltes in 10 cem Serum Blut 
aus dem rechten Beine = 20 °/o. 

Die Zunahme des Stickstoffgehaltes in 10 ccm Serum Blut 
aus dem linken Beine = 33,3 °/o. 

Hieraus folgt, daB sowohl bei 100 wie bei 150 mm 
Druck NOs in die Blutfliissigkeit ibergegangen ist, und 
zwar bei 150 bedeutend mehr als bei 100mm. Jodium 
konnte im Serum nicht nachgewiesen werden. Bei Kontrollexpe- 
rimenten, in denen dem Serum eine gewisse Menge Natriumjodid 
zugesetzt worden war, wurde Jodium bis auf wenigstens 7/;000 
nachgewiesen. 

Versuch III. 

In diesem Versuch wurde als Odemfliissigkeit eine Mischung 
benutzt, welche aus einem Teil isotonischer Chlornatriumlésung 
und einem Teil isotonischer Natriumnitratlésung bestand. 

Der Druck des Odems war rechts 50, links 150 mm. Das 
Blut strémte 10 mal durch beide Beine. 











ie yay ; ] 
Druck | as if N-Gehalt 
cos des _| Standteile | 5 10 ccm | Cl-Gehalt 
Versuch 5d } in 10 cem R | 
Odems yo | Serum | 
mm g mg | mg 
Das urspriingliche Blut (das | 
also nicht durch das Bein 
gefiihrt wurde) . . . . — | 0859 | 30 | 83,68 
Versuch am rechten Bein . 50 6| «60,902 | «631,16 | 34,03 
Versuch am linken Bein. . 150 0,900 32,2 34,88 


Die Zunahme der festen Bestandteile des Serums am rechten 
Beine = 4,8 °/o, am linken Beine = 4,4 °/o. 
Offenbar war infolge besserer SchlieBung des Reservoirs die 
Verdunstung des Wassers viel geringer als beim vorigen Versuch. 
Die Zunahme des N-Gehaltes am rechten Beine = 2,8 °/o. 
Die Zunahme des N-Gehaltes am linken Beine = 5,5°/o. 





a 
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Wenn N-haltige Stoffe weder in das Serum eingetreten noch 


ausgetreten wiiren, so hatte infolge der Wasserverdunstung die Zu- 
nahme des N-Gehaltes im Serum des rechten Beines 4,4°/9 und 
im Serum des linken Beines 5,5°/9 betragen miissen. In Wahr- 
heit ist die Zunahme beim Versuch am rechten Bein (50 mm Druck) 
geringer. 

Bei einem Druck von 50mm muB also etwas Eiweif in die 
Odemfliissigkeit iibergangen sein. Unter einem Drucke von 150mm 
dagegen ist NOs in das Serum hiniibergetreten. 

Die Zunahme des Cl-Gehaltes in 10 cem Blutserum aus dem 
rechten Beine = 1,3°%/o. 

Die Zunahme des Cl-Gehaltes in 10 cem Blutserum aus dem 
linken Beine = 3,3°/. 

Bezugnehmend auf den Einflu® der Wasserverdunstung auf 
die Konzentration der Serumbestandteile, darf man sagen, dab 
Chlor aus dem Serum in die Odemfliissigkeit tiberge- 
gangen ist, und zwar bei héherem Drucke weniger als 
bei niederem. 


Versuch IV. 
Wiederholung des vorigen Experimentes. Die Versuchsanordnung 
ist genau dieselbe. Das Blut strémte sechsmal durch beide Beine. 





Druck Feste Be- N-Gehalt |) Chlor- 
— _ des standteile in | in 10 cem hal 
; Odems |10cemSerum) Serum gehalt 
mm £ mg mg 
Das urspriingliche Blut 

(das also nicht durch das 
Bein gefiihrt wurde). 0,96 28,2 34,055 
Versuch am rechten Bein 60 1,02 29,4 34,03 
Versuch am linken Bein 150 1,00 29,7 34,03 





Die Zunahme der festen Bestandteile im Serum des aus dem 
rechten Beine flieBenden Blutes 6°/. 

Die Zunahme fester Bestandteile im Serum des aus dem 
linken Beine flieBenden Blutes = 4°/o. 

Die Zunahme des N-Gehaltes im Serum des aus dem rechten 
Beine flieBenden Blutes = 4°/o. 

Die Zunahme des N-Gehaltes im Serum des aus dem linken 

Bein flieBenden Blutes = 5°». 
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Die Zunahme des Cl-Gehaltes im Serum des aus dem rechten 
Beine flieBenden Blutes = 0°». 

Die Zunahme des Cl-Gehaltes im Serum des aus dem linken 
Beine flieBenden Blutes = 0°/». 

Wenn kein N oder Cl in die Blutzirkulation gedrungen wire 
oder auch die Zirkulation verlassen hatte, so hittten beide im rech- 
ten Beine mit 6°/o, im linken Beine mit 4°/o zunehmen miissen. 
Doch was ist tatsiichlich der Fall? Die Bluttfliissigkeit des rechten 
Beines (60 mm Odemdruck) ist nur 4°/) im N-Gehalte gestiegen. 
Es muB also Eiweif an die Odemfliissigkeit abgegeben worden sein. 
Dagegen ist der N-Gehalt beim Versuch am linken Beine 5°/o 
gestiegen. Hieraus geht hervor, da® bei einem Odemdruck von 
150 mm, NOs in das Blut hiniibergetreten ist. Letzteres kann 
auch wohl der Fall gewesen sein bei einem Odemdruck von 60 mm. 
Aber in diesem Fall ist dann der dem Ubertritt von Eiwei8 ent- 
sprechende N-Verlust des Serums durch den Eintritt von NOs in 
die Blutbahn nicht kompensiert worden. 

Da der Chlorgehalt weder zu- noch abnahm. so ergibt sich, 
daB die Blutfliissigkeit des rechten Beines 6°/o, die des linken 
Beines 4°/9 Chlor an das Odem abgegeben hat. 

Auch hier ersieht man wieder, da8 der héhere Druck 
im interstitiellen Bindegewebe einen unmittelbaren 
EinfluB auf den Ubergang des Chlors ausgeiibt hat, und 
zwar in entgegengesetztem Sinne wie auf den des NOs. 


Man fragt sich, was wohl der Grund dieses Gegensatzes zwi- 
schen dem Verhalten von NO; und Cl sein mag. 

Die Tatsache, daB trotz des vom Odem ausgeiibten Gegen- 
druckes, doch Cl aus den Blutgefii®en in dasselbe hiniibergeht, 
leitet den Gedanken auf Untersuchungen von Achard und Gail- 
lard’). Diese Forscher spritzten Natriumsulfat, -Traubenzucker, 
-Rohrzucker- und Ureumlésungen in die Bauchhéhle von Kanin- 
chen, und beobachteten, da® der Chlorgehalt der eingespritzten 
Fliissigkeit zuanahm, je nachdem das andere Salz resorbiert wurde. 
Auch wenn sie der eingespritzten Flissigkeit Chlornatrium zu- 
setzten, fand noch ein ZufluB von Chlor in die Bauchhéhle und 
eine ,,Retention“ daselbst statt. 





) Achard und Gaillard, Arch. de médecine expérimentale 14, 
41. 1904. 
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Gleiches geschieht nach der Mitteilung von Nobécourt und 
Vitry ‘) im Diinndarme des Kanincbens. 

Es fragt sich also jetzt: wiirde solch eine ..Chlorretention” 
auch im Unterhautbindegewebe stattfinden? 

Fiir das Unterhautbindegewebe aber wurde diese Angelegen- 
heit bis jetzt noch nicht untersucht. Man braucht sich dariiber 
nicht zu wundern, denn mit Hinsicht auf die hier fiir die Unter 
suchung erforderlichen gréBeren Fliissigkeitsmengen sind die iib 
lichen Laboratoriumsversuchstiere zu klein. Zum_betreffenden 
Zweck braucht man groBe Haustiere. Hier wurde das Pferd be- 
nutzt. 


IV. Das quantitative Verhalten von Chlor bei subkutanen Injektionen. 


Das Verfahren bestand darin, da8 unter die Haut des Pferdes 
200 bis 300 ccm erst auf 100° erhitzte und auf Korpertemperatur 
abgekiihlte Salzlésung gespritzt, und was von derselben nach einer 
Stunde iibrig geblieben war, méglichst entfernt wurde. 

Wie aus den hier unten folgenden Mitteilungen ersichtlich, 
wurde fiir den ersten Versuch die Schultergegend gewahlt; spater 
wurde die Vorderbrustgegend vorgezogen, weil die Haut da locker 
liegt und das Odem sich nur in einer Richtung, d. h. in caudaler, 
ausbreiten kann. 

Die Nadel, welche zur Injektion diente, blieb wiahrend der 
ganzen Versuchszeit unter der Haut liegen. Natiirlich wurde da- 
fiir gesorgt, dafi keine Fliissigkeit durch dieselbe abtrépfelte. Ex 
wurde das in einfacher Weise erzielt durch Anbringen eines Gummi- 
réhrehens, das abgeklemmt wurde. Wollte man die Fliissigkeit 
entfernen, so wurde die Klemme abgenommen. 


Versuch V. 

Pferd + 16 Jahr alt. In das Unterhautbindegewebe der rech- 
ten Schultergegend wurde 300 ccm einer Mischung von 1 Teil 
NaCl 0,9°/o + 1 Teil NaNO; 1,03°/9 Lésung eingespritzt. 

Nach einer Stunde hat sich die Fliissigkeit iiber einer Ober- 
fliche von + 20 cm der Schultergegend verbreitet. 

*) Modification de l’eau distillée et de solutions chlorurées sodiques 
dans l’intestin gréle du lapin. Journ. de physiol. et de pathol. génér. 
1904, Nr. 4. 
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Die entfernte Fliissigkeit war ein wenig triibe; am niachsten 
Morgen hatten sich die Blutkérperchen zu Boden gesenkt und war 
die Fliissigkeit vollstandig klar. Doch enthielt sie ein wenig Ei- 
weiB. Es wurde dies behufs der Analyse entfernt. Das Eiweib 
stammte offenbar von den Blutspuren, deren Blutkérperchen die 
Triibung herbeigefiihrt hatten. Ubrigens wird auch wohl etwas 
Eiwei8 von der Lymphe stammen. 

Schon friiher bei der Erforschung der Resorption in der Bauch- 
héhle fand ich tihnliches. Es hie da: von 150 cem NaCl-Lésung 
welche in die Bauchhohle gespritzt wurden, waren nach einer Stunde 
38 cem fast vollkommen klar gebliebene Fliissigkeit noch vor- 
handen, welche nach einigen Stunden ein Gerinnsel ausschied'). 


Die chemische Analyse ergab folgendes: 





Nitratgehalt Chlorgehalt 








mg mg 
10 cem eingespritzte Fliissigkeit . 35,55 30,89 
10 com Odemfliissigkeit . . . .| Durch Zerspringen des 39,00 


Kiihlfasses ist die Nitrat- 
bestimmung verloren 
gegangen 








Es unterliegt wohl keinem Zweifel, daB der Chlorgehalt der 
Odemfliissigkeit gestiegenist. Die Zunahme betriigt 26°/o. Auch 
das elektrische Leitvermégen war gestiegen, aber nur um 7°/o, 
DaB dieser Betrag im Vergleich mit der 26°/oigen Zunahme des 
Chlorgehaltes so klein ist, kann nur daran zugeschrieben werden, 
daB NaNO; aus der Odemfliissigkeit verschwunden ist. 


Versuch VI. 

Pferd + 10 Jahr alt, zwar mager, aber sonst in gesundem Zu- 
stande. In das Unterhautbindegewebe der Vorderbrustgegend 
wurde 225 ecm einer Mischung von 1 Teil NaCl 0,9°/9 und 1 Teil 
NaNO; 1,03°/o eingespritzt. 

Die Odemfliissigkeit wird nach einer Stunde entfernt. 


‘) Hamburger, Arch. f. (Anat. und) Physiol. 1895, 294. 


Fe 
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Die chemische ececn vec —_ apace: 








‘Nitratgehalt | chiorgehalt 
mg mg 
10 ccm eingespritzte Fliissigkeit . . . 40,95 24,82 
10 com Odemfliissigkeit 37,23 28,36 


Also Zunahme des Chlorgehalts in der Odemflissig- 


keit os « .. . egy, 
Abnahme des Kiecatnehabte in son Ode m 
fliissigkeit i -e a ke we eo 9°/ 


Versuch VII. 

Pferd + 16 Jahre alt. Dieses Pferd hatte eine schmale Vorder- 
brust, so da8 das Einspritzen und Entfernen an dieser Stelle Schwie- 
rigkeiten darbot. 

Eingespritzt wurden 250 ccm einer Mischung von 175 ccm, 
NaCl 0,9°/o + 175 com. NaNO; 1,03°/o + 150 cem Aqua, also 
eine hy pisotonische Lésung. 

Nach einer Stunde wurden erst 10 com Odemfliissigkeit ent- 
fernt, welche einigermafen rot gefairbt war, danach wieder 10 ccm. 

Diese letzte Fliissigkeit, welche ganz klar war, wurde fiir die 
Bestimmung des elektrischen Leitvermégens und fiir die chemische 
Analyse benutzt. 


Elektrisches Leitvermigen: 


Eingespritzte Fliissigkeit bei . . cw < « « Com PSG, 
Rheostat Einstellung der Briicke Faktor Widerstand 
35 Q 501 1,004 35,14 2 
Odemflissigkeit bei. . =... 1... ss . t= 16°5C, 
26 & 501 1,004 26,1 
Die Temperatur sinkt . ......-..4.2..- . t= 16°C. 
26,1 2 501 1,004 26,2 2 


Das elektrische Leitvermégen hat also eine Zunahme 
von 33 °/o erfahren. 


Chemische Analyse: 











Nitratgehalt Chlorgehalt 
mg mg 
10 ccm chegnaeiiete Flissigkeit . . 26,867 20,03 
10 cem (Odemfliissigkeit . . . . — 39,91 


Zunahme des Chlorgehalts a Odemfliissigkeit = 49,3 °/o. 


or )* 
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Versuch VIII. 


Pferd + 14 Jahr alt. Ins Unterhautbindegewebe der Vorder- 
brust wurden 300 ccm einer Mischung von 175 ccm NaCl 0,9°/o 
+ 1,75 NaNO; + 150 ccm Aqua eingespritzt. 

Nach einer Stunde wurden 30 ccm Fliissigkeit entfernt. Die 
Fliissigkeit war klar, etwas gelblich gefirbt. 


Elektrisches Leitvermigen: 


Eingespritzte Fliissigkeit bei . . . oo « « « $20 14°SRSC, 
Rheostat Einstellung der Briicke Faktor Widerstand 
37 502 1,008 37,3 2 
Odemflitiesigkeit bei. . 2. 2 2 1 1 1 ew ww tw tw 6 IEP BEC. 
302 498,5 0,994 29,442 


Das elektrische Leitvermégen hat also eine Zunahme 
von 25°/, erfahren. 


Gefrierpunktserniedrigung : 


Eingespritzte Flissigkeit. . . A = —0,308° 
Odemfliissigkeit . . . _LA = —0,419° 
Die durchschnittliche Gelsieryunbte- —0.560° 


erniedrigung des Serums des Pferdes 


Chemische Analyse: 





| Nitratgehalt | Chlorgehalt 








a a = 
10 ccm eingespritste Flissigkeit or ar 30,09 18,47 
10 cem Odemfliissigkeit 24,82 26,52 


Also: 
Zunahme des Chlorgehalts der Odemfliissigkeit = 43,05 °/o, 
Abnahme des Nitratgehalts der Odemfliissigkeit = 21,9. 


; Versuch IX. 

Pferd + 14 Jahre alt. Injiziert wurden in das Unterhaut- 
bindegewebe der Vorderbrustgegend + 225 ccm einer Lésung von 
1,03 °/9 NaNOs (isotonisch mit dem Blutserum). 

Nach einer Stunde wurde ungefihr 20 ccm klare Fliissigkeit 
entfernt. 





ee 
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Elektrisches Leitvermégen: 


Eingespritzte Fliissigkeit bei ee t= 144°C. 
Rheostat Einstellung der Briicke Faktor Widerstand 
312 498 0,992 30,75 2 
Odemfliissigkeit bei . . ee coe se « « CaS 
28 2 504 1,016 28,45 2 


Also Zunahme des elektrischen Leitvermégens um 
8,6 °/o. 


Die chemische Analyse ergab: 








Nitratgehalt | Chlorgehalt 


mg mg 
10 ccm eingespritzte Fliissigkeit . . . 67,94 — 
10 cem Odemfliissigkeit 57,95 26,6 


> 0 


Zunahme des Chlorgehalts der Odemfliissigkeit = 26,6 °/o. 
Abnahme des Nitratgehalts der Odemfliissigkeit = 14,7 °/o. 

Wenn wir nun die Resultate des V., VI., VII., VIII. und IX. 
Versuches in einer Tabelle zusammenstellen, so sehen wir, daB in 


allen Fallen eine Resorption von NaNO; und eine Zu- 
nahme von Chlor in der Odemflissigkeit stattfindet. 


Eingespritzte Flissigkeit: 





Vor dem Aufenthalt im Nach dem Aufenthalt im Unterhaut- 
Unterhautbindegewebe bindegewebe 
Versuch | Chlor- | Nitrat- | Chior- | Nitrat- | “tnahme | Abnahme 
Nr. gehalt gehalt gehalt  gehalt = Chior Nitrat 
| ing mg mg | mg | %, | %, 
V | 3089 | 35,55 | 3900 | — | 2% | — 
VI | 2482 | 40,95 28,36 | 37,23 14 9 
vi | 20,03 | 26,86 31,91 | — so .6|lhU— 
VIII | 18,47 | 30,09 26,52 24,82 43,5 | 21,9 
Ix 0 | 67,94 266 | 57,95 | 266 | 14,7 





In allen 5 Versuchen ist also Chlor in das Odem hiniiberge- 
wandert. Auch das Unterhautbindegewebe scheint also das von 
Achard und Gaillard’) und von Nobécourt und Vitry her- 
vorgehobene ,,zuriickhaltende Vermégen“ fiir Chlor zu besitzen. 


1) Achard et Gaillard a. a. O. 
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Bei niaherer Betrachtung stellt sich aber heraus, daB es sich 
hier nicht um eine eigentiimliche, ritselhafte Erscheinung handelt. 

Injiziert man ein Gemisch von 1 Teil 1,3°/iger (isotonischer) 
NaNO; Lésung, und 1 Teil 0,9°/oiger NaCl-Lésung, so spritzt man 
eigentlich eine Fliissigkeit ein, welche nur 0,45°/9 NaCl enthiilt. 
Da nun die Blutfliissigkeit etwa 0,6°/9 NaCl enthalt, so kann es 
nicht wundern, da durch Diffusion NaCl in das kiinstliche Odem 
iibertritt. 

Wenn diese Auffassung richtig ist, so darf zunichst 
der Chlorgehalt der Odemfliissigkeit den des Blutes nie- 
mals iibersteigen. 

Mit Hilfe der gefundenen Zahlen kann untersucht werden, 
ob das in den vorliegenden Versuchen in der Tat der Fall ist. 


Im Versuch V, wo eine Fliissigkeit eingespritzt wurde, die 
nur 0,45 °/) NaCl enthielt, ist die Zunahme an NaCl 26°/) gewesen. 


Also enthielt die entfernte Fliissigkeit 0,45 X {¢ = 0,567 °/y NaCl. 


Im Versuch VI wurde dieselbe Fliissigkeit injiziert; die Zu- 
nahme des Chlorgehaltes betrug 14°/9. Die NaCl-Lésung war so- 
mit 0,45 x a 0,513 %o. 

In Versuch VII enthielt die Fliissigkeit nach Entfernung aus 


dem Unterhautbindegewebe 0,315 X +00 = 0,5%. 


In Versuch VIII war der betreffende Betrag 0,315 X 
= 0,452°/o, in Versnch IX 0,45°/5. 

Man sieht, da®B der NaCl-Gehalt der Odemfliissigkeit in kei- 
nem der Versuche iiber 0,6°/o hinaussteigt. 


143,5 
100 


Man kann noch eine zweite Anforderung stellen. Wenn die 
eingespritzte Salzlésung mehr als 0,6°/) NaCl enthalt, so 
mu8 der Chlorgehalt dieser Fliissigkeit abnehmen. In 
der Tat hat sich das auch herausgestellt. 

Es wurden 200 ccm einer 0,9°/oigen NaCl-Lésung unter der 
Brusthaut injiziert. Eine Stunde nachher wurde die Flissigkeit 


entfernt. Es zeigte sich nun, da8 der Chlorgehalt um 22°/ ab- 
genommen hatte. Der NaCl-Gehalt war also ein ono x OS = 
0,7 °/oiger geworden. 

Es handelt sich also lediglich um einen Diffusionsvorgang. 
Ist die eingespritzte NaCl-Lésung konzentrierter als die des Blut- 


a 
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serums, konzentrierter also als 0,6°/9, so geht Chlor in das Blut 
hiniiber. Ist der NaCl-Gehalt des kiinstlichen Odems kleiner als 
der des Blutserums, kleiner also als 0,6°/o, so tritt NaCl aus der 
Blutbahn in das Odem hiniiber. Im letzteren Falle eine ritsel- 
hafte Chlorretention anzunehmen, ist also tiberfliissig. 


VY. Das Verhalten des Chlors bei verschiedenem Odemdruck. 


Zur Untersuchung genannten Verhaltens gab der folgende 
Versuch Veranlassung. Das Experiment an sich ist auch der Er- 
wahnung wert. 

Versuch X. 

Pferd, 6 Jahre alt. Von einer Mischung von 1 Volumteil NaCl 
0,9°/o und NaNOsg 1,03°/o, wurde 100 cem in das Unterhautbinde- 
gewebe der iuGBeren Fliche des rechten Unterarmes und 
200 ccm an derselben Stelle des linken Vorderbeines ein- 
gespritzt. Die Fliissigkeit wurde unter einem ziemlich hohen 
Druck, welcher wihrend des Versuches nur wenig abnahm, ein- 
gefiihrt. 

Als nach einer halben Stunde Fliissigkeit entfernt werden 
sollte, konnte rechts nicht genug gesammelt werden. Links wurde 
jedoch 40 ccm aufgefangen. Diese Fliissigkeit wurde untersucht. 


Die chemische Analyse ergab: 








Nitratgehalt Chlorgehalt 
mg mg 
10 ccm eingespritzte Fliissigkeit . . . 49,64 30,04 
10 ccm Odemfliissigkeit , 46,48 31,91 


Also Zunahme des Chlorgehalts der Odemfliissigkeit = 6°/o 
und Abnahme des Nitratgehalts der Odemfliissigkeit = 6,4°/. 
Die Odemfliissigkeit enthielt eine sehr geringe Quantitiit Ei- 
weiB. Diese wurde aus der Fliissigkeit, welche fiir die Chlorana- 
lyse bestimmt war, nach der ersten der auf 8. 368 beschriebenen 
Methode entfernt, wihrend sie aus der Fliissigkeit, welche fiir die 
Nitratanalyse bestimmt war, nach der vierten jener Methoden ent- 
fernt wurde. 
Vergleicht man die hier konstatierte Zunahme des Chlorge- 
haltes mit der, welche in den Versuchen der vorigen Serie gefunden 
wurde, so fallt es auf, dafi dieselbe geringfiigig ist. 
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Aus der folgenden Tabelle mége das deutlich hervorgehen. 





ethenfehes den Vesnushes Zunahme des Chlorgehaltes 

0 

V 27 

VI 14,3 

VI 59,3 

Vil 43,5 

[X 26,6 

xX 6 





Fragt man sich, was wohl die Ursache sein mag, so erscheint 
die Voraussetzung nicht gewagt, daB der héhere Druck des 
Odems im Versuch X verantwortlich zu machen sei. 

Um diese Voraussetzung niher zu prifen, wurde versucht, an 
zwei symmetrischen Stellen ein Gemisch von gleichen Teilen einer 
isotonischen NaCl- und NaNO ;-Lésung unter verschiedenem Druck 
einzuspritzen. 

Als symmetrische Stelle wurde gewihlt der rechte und linke 
Humeralteil des Musculus pectoralis des Pferdes. Der Druck- 
unterschied wurde erzielt durch Einspritzung ungleicher Volumina 


des Gemisches. 


Versuch XI. 

Pferd + 16 Jahre alt. Von einer Mischung von NaCl 0,9°/ 
und NaNO, 1,03°/9 wurde 250 ccm in das Unterhautbindegewebe 
der linken, 150 ccm in das der rechten Vorderbrust eingespritzt. 

Die Odemfliissigkeit wurde nach '/, Stunde entfernt. 


Die chemische Analyse ergab: 





Nitratgehalt Chlorgehalt 
mg mg 
10 ccm eingespritzte Fliissigkeit . . . 40,95 25,23 
10 cem Odemfliissigkeit an der linken . 
Sa | 37,28 27,00 
Seite (bei hohem Druck) . ’ 
10 com Odemfliissigkeit an der rechten |) 0.96 ones 
Seite (bei niederem Druck) . - 28,86 








Also: Zunahme des Chlorgehalts bei hohem Druck im sub- 
kutanen Bindegewebe = 7 °/o. 

Zunahme des Chlorgehalts bei niederem Druck im sub- 
kutanen Bindegewebe = 12,3°/o. 


a . 
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Abnahme des Nitratgehalts bei hohem Druck im subkutanen 


Bindegewebe = 9°/o. 


Abnahme des Nitratgehalts bei niederem Druck in dem sub- 


kutanen Bindegewebe = 0°/o. 


Versuch XII. 


Wiederholung von Versuch XI. 


Pferd + 15 Jahre alt. Von einer Mischung von NaCl 0,9°/, 
und NaNOs 1,03°/o, wurde 300 ccm in das Unterhautbindegewebe 
der linken, und 150 cem in das der rechten Vorderbrust einge- 


spritzt. 


Die Odemfliissigkeit wurde nach '/, Stunde entfernt. 


Die chemische Analyse ergab: 





Nitratgehalt Chlorgehalt 
mg mg 
10 cem eingespritate Fliissigkeit . 33,90 31,20 
10 ccm Odemfliissigkeit (bei hohem Druck) 31,03 33,59 
10 cem QOdemfliissigkeit (bei niederem 
Druck) . 32,02 35,45 














Also Zunahme des Chlorgehalts bei hohem Druck im 
subkutanen Bindegewebe = 7,6°/o. 

Zunahme des Chlorgehalts bei niederem Druck im subku- 
tanen Bindegewebe = 13,6°/o. 

Abnahme des Nitratgehalts bei hohem Druck in dem sub- 
kutanen Bindegewebe = 8,5°/o. 

Abnahme des Nitratgehalts bei niederem Druck in dem 
subkutanen Bindegewebe = 5,5°/o. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, da durch Stei- 
gerung des Odemdruckes der Ubergang von Chlor aus den 
BlutgefiBen gehemmt wird, der von NOs; dagegen be- 
fordert. 

Dieses Resultat stimmt vollkommen mit dem auf ganz an- 
deren Wege bei Kilbern gewonnenen tiberein. 


a iM 
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VI. Deutung der gefundenen Tatsachen. 


Um die gefundenen Tatsachen zu deuten, denke man sich 
einen Augenblick, daB die Gewebefliissigkeit ersetzt wird von einer 
mit derselben isotonischen’Na NO -Lésung, welche unter demselben 
Drucke steht, wie die urspriingliche Gewebefliissigkeit. 

Es wird dann ein Austausch von Bestandteilen stattfinden, 
u. a. wird infolge Diffusion NaNOs in die Blutbahn hiniibertreten, 
und umgekehrt NaCl die Blutbahn verlassen. Steigert man nun 
den interstitiellen Druck, so gesellt sich zu der Diffusion auch 
eine Filtration. Hierdurch wird der Ubertritt der NaNO;-Lésung 
in die Blutbahn beschleunigt und der entgegengesetzte Ubertritt 
von NaCl in die kiinstliche Gewebefliissigkeit beschriinkt. Diese 
Erscheinungen werden umso stirker zum Ausdruck kommen, je 
nachdem man den Druck der interstitiellen Fliissigkeit (kiinst- 
lichen Odems) erhéht. 

Nimmt man als kiinstliche Gewe befliissigkeit statt einer reinen 
NaNO,-Lisung ein Gemisch von gleichen Volumina solch einer 
NaNOs-Lésung und einer 0,9°/9igen NaCl-Solution, so ist das Re- 
sultat im qualitativen Sinne das nimliche. Denn auch jetzt geht 
NaNOs in die Blutbahn hiniiber und tritt NaCl aus; das Blut- 
plasma enthilt ja 0,6 °/) NaCl, wahrend im kiinstlichen Odem 
nur 0,45 °/9 vorkommt. 

Es gibt also auch keinen Grund, warum auch hier eine Druck- 
steigerung des kiinstlichen Odems nicht eine Beschleunigung des 
Ubertritts von NOs in die Blutbahn und eine Verlangsamung des 
Ubergangs von NaCl in die Gewebefliissigkeit herbeifiihren soll. 

Es liegt auf der Hand, daf diese Erscheinungen sowohl bei 
schnellem wie bei langsamem Blutstrom stattfinden werden. 
Demnach 1aBt es sich denn auch sehr gut verstehen, daB, wenn 
mit der Drucksteigerung des kiinstlichen Odems eine Verlang- 
samung des Blutstromes einhergeht — was tatsiichlich der Fall 
ist —-, diese Verlangsamung eine Resorption nicht auszuschlieBen 
braucht. Nur ‘wird die Verlangsamung des Blutstromes so be- 
deutend sein kénnen, daB die sonstige durch starkere Durchpressung 
durch die Kapillarwand herbeigefiihrte Resorptionszunahme nicht 
mehr zum Ausdruck kommt, ja es wird sogar dahin kommen 
kénnen, da8 die Zunahme in eine Abnahme iibergeht. Es handelt 
sich dann um einen Zustand, den wir friiher bei der Resorption in 
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der Bauchhéhle experimentell nachgewiesen und theoretisch er- 
klirt haben. Steigert man den intraabdominalen Druck ein wenig, 
so nimmt erst die GréBe der Fliissigkeitsresorption zu, fiihrt man 
mit der Steigerung fort, so erreicht sie ihren Héhepunkt und 
nimmt dann bei noch weiterer Steigerung ab. 

Wir hiitten auch bei der Resorption im Unterhautgewebe 
diesen Kehrpunkt gern experimentell festgestellt, haben jedoch 
vorlaufig darauf verzichtet. Mit den Versuchen sind groBe 
Schwierigkeiten verkniipft, die Méglichkeit des MiBlingens eines 
Experimentes ist nicht gering. AuBerdem sind dieselben kost- 
spielig, weil man zu diesem Zweck gréBere Tiere braucht. 

Wir haben uns also hier mit dem experimentellen Nachweis 
begniigt, daf, im Gegensatz zu der Ansicht Starlings, durch 
Drucksteigerung der Odemfliissigkeit die Aufnahme von Odem- 
bestandteilen in die Bluthahn befirdert und der Austritt von 
Serumbestandteilen beschriinkt wird, und zwar durch eine 
Druckzunahme, die eine Verlangsamung des Blutstromes 
herbeifiihrt. 

Diese Untersuchungen liefern wieder neue Argumente fiir 
den Satz, daB das Gleichgewicht zwischen Blut- und Gewebe- 
fliissigkeit durch Diffusion, Filtration und osmotischen Druck be- 
herrscht wird. 


VII. Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Vorstehende Untersuchung hat in der Hauptsache folgende 
Ergebnisse aufgeliefert: 

1. Wenn in das Unterhautbindegewebe eine Fliissigkeit ein- 
gespritzt wird, welche besteht aus einer Mischung gleicher Volu- 
mina einer dem Blute isotonischen NaCl- und NaNO ;-Lésung, so 
stellt sich heraus, daB bei Steigerung des Injektionsdruckes dic 
Geschwindigkeit des Blutstromes sich verringert. 

Dieses stimmt iiberein mit dem, was Starling schon friiher 
unter etwas anderen Versuchsbedingungen konstatiert hat. 


2. Bringt man genanntes Gemisch von Salzlésungen in das 
Unterhautgebinde, so wird NO, daraus resorbiert, der NaCl-Gehalt 
dagegen nimmt zu. Eine ahnliche Erscheinung betreffs des NaCl 
beobachteten Achard und Gaillard bei der Resorption in der 
Bauchhéhle und Nobécourt und Vitry bei der Resorption im 
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Darm und fiihren dieselbe auf eine nicht naher erklarte Anziehung 
der Gewebe zu Chlor, auf eine ,Chlorretention“ zuriick. 

Die Erscheinung aft sich aber auf einfache und ungezwun- 
gene Weise dadurch deuten, daB die Konzentration des NaCl im 
Blutserum 0,6 °/o betriigt und daB, wenn die zu resorbierende 
Fliissigkeit gar kein NaCl, oder NaCl in geringerer Konzentration 
als 0,6°/) enthalt, ein Teil dieses Salzes durch Diffusion die Blut- 
bahn verlabt, bis Gleichgewicht entstanden ist. 

Da das von uns eingespritzte Gemisch nur 0,45 °/o NaCl ent- 
hielt, leuchtet es ein, daB aus der Blutbahn NaCl in das Gemisch 
hiniibertrat. 


3. Bei Steigerung des Injektionsdruckes wird, trotz Verlang- 
samung des Blutstromes die Resorption von NO; in die Blutbahn 
beférdert und der Austritt von NaC] gehemmt. 

Diese Resultate sind wieder neue Argumente fiir die Vor- 
stellung, daB auch bei der Resorption im Unterhautbindegewebe 
physikalische Faktoren (Diffusion, Filtration und osmotischer 
Druck) die Hauptrolle spielen. 


Berichtigung. 


In der Arbeit von Dr. Horner: ,Zum Verhalten des Phytins im 
Organismus“ (diese Zeitschrift 2, 428) ist bedauerlicherweise der Vorname 
des Autors falsch angegeben. Derselbe mu8 ,,Arthur“ lauten, statt Oskar“. 
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Zur Kenntnis der Eiweifverdauung. 


Von 
W. Grimmer. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung der Kgl. Sachs. Tieriiztlichen 
Hochschule in Dresden. Geh. Med.-Rat Prof. Dr. Ellenberger. 


(Eingegangen am 15. Januar 1907.) 


In einem friiheren Artikel") habe ich die von mir gewonnenen 
Resultate tiber den Abbau von pflanzlichem Nahrungseiweifi im 
Magen und Diinndarm des Pferdes — eines Herbivoren —— nieder- 
gelegt, die von den beim Hunde mit Fleischfiitterung gewonnenen 
anderer Autoren in vielen Punkten erheblich abwichen. Im Auf- 
trage des Herrn Geheimrat Ellenberger habe ich das Studium 
der Verdauung von Pflanzeneiweif auch auf Hunde ausgedehnt, 
da es besonders interessant erschien, Vergleiche zwischen der Ver- 
dauung verschiedener Tierarten — Herbivoren und Carnivoren — 
bei méglichst ahnlichem Futter anzustellen. Auer einigen ande- 
ren Arbeiten®), die die Verdauung des Hundes bei Fleisch- oder 
reiner Eiweiffiitterung zu studieren den Zweck haben, ist in neuerer 
Zeit eine Publikation von London und Polowzowa®) erschienen, 
die ebenfalls die Verdauung pflanzlicher Nahrung beim Hunde be 
leuchtet. Diese Autoren verfiitterten an Fistelhunde WeiBbrot 


und entleerten nach bestimmten Zeiten den Speisebrei aus einer 


') Diese Zeitschrift 2, 11s. 

*) Abderhalden, Kautzsch und London, Studien iiber die nor- 
male Verdauung der Eiweifkirper im Magen-Darmkanal des Hundes 
Ztschr. f. physiol. Chem. 48, 549. — Lang, Uber EiweiBverdauung und 
EiweiBresorption im Magen des Hundes. Diese Zeitschrift 2, 225. 

5) London und Polowzowa, Zum Chemismus der Verdauung im 
tierischen Kirper VI. Ztschr. f. physiol. Chem. 49, 328. 
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Fistel, die bei verschiedenen Hunden eine verschiedene Lage hatte. 
Auf diese Weise konnten sie die Verdauung der einzelnen Nihr- 
stoffe in den einzelnen Abschnitten des Verdauungskanals fest- 
stellen bez. berechnen. Sie kommen zudem wesentlichen Schlusse, 
daB die EiweiBverdauung im Magen und Diinndarm des Hundes, 
und parallel damit die Resorption bei Brotnahrung absolut wie re- 
lativ viel intensiver verliiuft als bei HiihnereiweiBnahrung und fiih- 
ren diesen Umstand wohl nicht mit Unrecht darauf zuriick, daB 
durch die porése Beschaffenheit des Brotes eine viel gréfere An- 
griffsoberfliiche fiir die Verdauungssiifte gegeben ist als bei kom- 
pakten Eiweifistiicken, in welche diese nur langsam und schwer 
einzudringen vermégen. 

Die von mir angestellten Versuche wurden mit Reis ausge- 
fiihrt, weil dieser ein dem Hunde geliufiges Nahrungsmittel ist 
und unter den durch Zahmung und Haltung des Hundes gegebenen 
Verhiiltnissen einen 6fteren Bestandteil seiner Nahrung bildet, 
andererseits aber auch deshalb, weil in unserem Institute bereits 
friiher eine Versuchsreihe mit Hunden bei Reisfiitterung zum Stu- 
dium der Kohlehydratverdauung angestellt wurde’), wobei kon- 
statiert wurde, da’ Hunde Reis gut und relativ rasch verdauen, und 
endlich weil der Reis dem Hafer, mit welchem ich meine Ver- 
suche bei Pferden ausgefiihrt hatte, in seiner chemischen Zu- 
sammensetzung ziemlich nahe kommt. Zur Verwendung kamen 
8 Hunde, im Gewichte von 25 bis 30 kg, von denen je zwei 1, 2 
und 5 Stunden, je einer 3 und 7 Stunden nach Beendigung der 
Versuchsmahizeit, bestehend aus 600 g Reis, die in 1800 g Wasser 
gekocht wurden, getétet wurden. Die verabreichte Nahrungsmenge 
entsprach also ungefihr dem normalen Nahrungsbediirfnisse der 
verwendeten Tiere. Da die Versuchsmahlzeit und dementsprechend 
auch die Magen- und Diinndarminhalte diinnbreiige Massen vor- 
stellten, so war ein glattes Filtrieren der letzteren nicht ohne wei- 
teres méglich, die Inhalte muften vielmehr mit Wasser verdiinnt 
und die Filterriickstinde mehrfach mit Wasser nachgewaschen 
werden. Die Untersuchung der Filtrate erfolgte in genau derselben 
Weise wie beim Pferde. Aus den Diinndarminhalten wurden auBer- 
dem nach Siegfried*) durch Aussalzen mit Eisenammoniakalaun 


») Ellenberger und Hofmeister, Uber die Verdauung der Stirke 
bei Hunden. Archiv f. (Anatomie und) Physiologie 1891, 212. 
_ *%) Siegfried, Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch, 38, 2852. Ztschr. f. 
physiol. Chem. 85, 167. 
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die Peptone isoliert und deren Stickstoffgehalt bestimmt. Trotzdem 
alle Hunde einige Tage vor dem Versuche zur Abtreibung von Ein 
geweidewiirmern mit Santonin behandelt wurden, fanden sich bei 
einem Tiere (Hund 6, getétet 5 Stunden post pab.) groBe Mengen 
dieser Schmarotzer vor, so daf auf eine Untersuchung des Diinn- 
darminhaltes verzichtet werden muBte. Der gleiche Hund erbrach 
auBerdem, nachdem er erschossen war, geringe Mengen seines 
Mageninhaltes, so daf die Resultate, die ich fiir seine Magenver 
dauung, natiirlich unter Beriicksichtigung der erbrochenen Menge, 
gewonnen habe, kein ganz genaues Bild der tatsiichlichen Verhiilt- 
nisse geben diirften. Immerhin habe ich sie mit aufgenommen, 
da wegen der nur geringen Mengen des Erbrochenen die tatsiich 
lichen Werte von den gefundenen wohl nur um ein geringes ab- 
weichen diirften, wenn auch nicht zu verkennen ist, daffS in der 
dsophagusseitigen Hialfte des Hundemagens die Verhiltnisse der 
Abbauprodukte des Eiweifes, wie auch der tibrigen Nahrstoffe ganz 
andere sind als in der pylorusseitigen. 


Versuchsergebnisse. 


Nach London und Polowzowa (a. a. O.) findet bei WeiB- 
brotfiitterung die Entleerung des Magens in ungefihr der Weise 
statt, daB nach 1 Stunde ca. 32,6°/y, nach 6 Stunden 50,5°/o, nach 
3 Stunden 80°/) und nach 6 Stunden nahezu 94°/, der verfiitter- 
ten Trockensubstanz in den Darm iibergetreten sind, da® also die 
Hialfte der verfiitterten Trockensubstanz in den ersten 2 Stunden 
den Magen verla8t und nach 6 Stunden dieser fast vollstandig leer 
ist. Ich habe diese Beobachtung nicht bestitigen kénnen, wie fol- 
gende Zahlen zeigen: 

Trockensubstanz des 
Mageninhaltes Darminhaltes 


Hund 1 (1 Std.) 443,3 g 49,8 g 
2(1 ) STi A . 13:2 ., 
3(2,.) 4178. 38,2 , 
4 (2 ) 484,6 .. Sif « 

, o@ . ) 2732 .. 158.1 

, Se , ) 317,0 , ‘ 
. 76 ,) 3491, 66,9 ,, 
a il «3 358.6 , 69,2 ,, 
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Fistel, die bei verschiedenen Hunden eine verschiedene Lage hatte. 
Auf diese Weise konnten sie die Verdauung der einzelnen Nahr- 
stoffe in den einzelnen Abschnitten des Verdauungskanals fest- 
stellen bez. berechnen. Sie kommen zudem wesentlichen Schlusse, 
daB die EiweiSverdauung im Magen und Diinndarm des Hundes, 
und parallel damit die Resorption bei Brotnahrung absolut wie re- 
lativ viel intensiver verliiuft als bei Hiihnereiweifnahrung und fiib- 
ren diesen Umstand wohl nicht mit Unrecht darauf zuriick, da8 
dureh die porése Beschaffenheit des Brotes eine viel gréBere An- 
griffsoberfliiche fiir die Verdauungssiifte gegeben ist als bei kom- 
pakten Eiweifistiicken, in welche diese nur langsam und schwer 
einzudringen vermégen. 

Die von mir angestellten Versuche wurden mit Reis ausge- 
fiihrt, weil dieser ein dem Hunde geliufiges Nahrungsmittel ist 
und unter den durch Zahmung und Haltung des Hundes gegebenen 
Verhiltnissen einen 6fteren Bestandteil seiner Nahrung bildet, 
andererseits aber auch deshalb, weil in unserem Institute bereits 
friiher eine Versuchsreihe mit Hunden bei Reisfiitterung zum Stu- 
dium der Kohlehydratverdauung angestellt wurde’), wobei kon- 
statiert wurde, daS Hunde Reis gut und relativ rasch verdauen, und 
endlich weil der Reis dem Hafer, mit welchem ich meine Ver- 
suche bei Pferden ausgefiihrt hatte, in seiner chemischen Zu- 
sammensetzung ziemlich nahe kommt. Zur Verwendung kamen 
8 Hunde, im Gewichte von 25 bis 30 kg, von denen je zwei 1, 2 
und 5 Stunden, je einer 3 und 7 Stunden nach Beendigung der 
Versuchsmahlzeit, bestehend aus 600 g Reis, die in 1800 g Wasser 
gekocht wurden, getétet wurden. Die verabreichte Nahrungsmenge 
entsprach also ungefihr dem normalen Nahrungsbediirfnisse der 
verwendeten Tiere. Da die Versuchsmahlzeit und dementsprechend 
auch die Magen- und Diinndarminhalte diinnbreiige Massen vor- 
stellten, so war ein glattes Filtrieren der letzteren nicht ohne wei- 
teres méglich, die Inhalte muBten vielmehr mit Wasser verdiinnt 
und die Filterriickstinde mehrfach mit Wasser nachgewaschen 
werden. Die Untersuchung der Filtrate erfolgte in genau derselben 
Weise wie beim Pferde. Aus den Diinndarminhalten wurden auBer- 
dem nach Siegfried*) durch Aussalzen mit Eisenammoniakalaun 

?) Ellenberger und Hofmeister, Uber die Verdauung der Starke 
bei Hunden. Archiv f. (Anatomie und) Physiologie 1891, 212. 

®) Siegfried, Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 33, 2852. Ztschr. f. 
physiol. Chem. 85, 167. 
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die Peptone isoliert und deren Stickstoffgehalt bestimmt. Trotzdem 
alle Hunde einige Tage vor dem Versuche zur Abtreibung von Ein 
geweidewiirmern mit Santonin behandelt wurden, fanden sich bei 
einem Tiere (Hund 6, getétet 5 Stunden post pab.) groBe Mengen 
dieser Schmarotzer vor, so da auf eine Untersuchung des Diinn- 
darminhaltes verzichtet werden mute. Der gleiche Hund erbrach 
auBerdem, nachdem er erschossen war, geringe Mengen seines 
Mageninhaltes, so daf die Resultate, die ich fiir seine Magenver 
dauung, natiirlich unter Beriicksichtigung der erbrochenen Menge, 
gewonnen habe, kein ganz genaues Bild der tatsiichlichen Verhiilt- 
nisse geben diirften. Immerhin habe ich sie mit aufgenommen, 
da wegen der nur geringen Mengen des Erbrochenen die tatsiich 
lichen Werte von den gefundenen wohl nur um ein geringes ab- 
weichen diirften, wenn auch nicht zu verkennen ist, daf in der 
ésophagusseitigen Hilfte des Hundemagens die Verhiiltnisse der 
Abbauprodukte des Eiweifes, wie auch der tibrigen Nahrstoffe ganz 
andere sind als in der pylorusseitigen. 


Versuchsergebnisse. 


Nach London und Polowzowa (a. a. O.) findet bei WeiB- 
brotfiitterung die Entleerung des Magens in ungefihr der Weise 
statt, daB nach 1 Stunde ea. 32,6°/o, nach 6 Stunden 50,5°/9, nach 
3 Stunden 80°/5 und nach 6 Stunden nahezu 94°/, der verfiitter- 
ten Trockensubstanz in den Darm iibergetreten sind, da® also die 
Hilfte der verfiitterten Trockensubstanz in den ersten 2 Stunden 
den Magen verlai8t und nach 6 Stunden dieser fast vollstindig leer 
ist. Ich habe diese Beobachtung nicht bestitigen kénnen, wie fol- 
gende Zahlen zeigen: 

Trockensubstanz des 
Mageninhaltes Darminhaltes 


Hund 1 (1 Std.) 4433 g 49,8 ¢ 
3a « } 517,4 ., 13,2 

3 (2 ) 417,8 .. 38,2 ,, 

4 (2 ) 484.6 .. 37,7 , 
, 3, ) 279,2 . 158.1 

, £6. ) 317,0 ,, —» 

7 , ) 349,1 ,, 66,9 ,, 

, ea.) 358,6 , 69,2 , 


26* 
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Da die Trockensubstanz des verfiitterten Reises 522,3 g be- 
trug, so ergeben sich, vorausgesetzt, dab man, wie London und 
Polowzowa, keine Resorptionstitigkeit des Magens annimmt, und 
wenn man den Trockensubstanzgehalt der Verdauungssafte unbe- 
riicksichtigt la6t, fiir die Entleerung der im Magen enthaltenen 
Trockensubstanz nach dem Darme folgende Werte in Prozenten: 


Hund 1 (1 Std.) 15,13 °%o 
2(1 ) 0,94 °/o 

3 (2 ) 20,00" 

» 432 , ) 7,80°%, 
533, ) 46,55, 

6(5 , ) 39,316 

76 , ) 33,16 %o 
i. 31,35 


> 2 


Zieht man von der im Magen vorhandenen Trockensubstanz 
diejenige der Verdauungssiifte (Speichel und Magensaft) ab, so er 
héhen sich diese Werte noch um ein geringes, erreichen aber bei 
weitem nicht diejenigen der genannten Autoren, selbst Hund 5 
getoétet 3 Stunden post pab.), der die weitaus gréBte Menge des 
Mageninhaltes nach dem Darm entleert hatte, enthalt noch mehr 
als die Hialfte des verabreichten Futters imMagen. Ob diese Ver- 
schiedenheit der Tatsachen in der verschiedenen Art und Menge 
des angewandten Futters oder in dem immerhin vorhandenen mehr 
oder weniger pathologischen Zustande der Fistelhunde ihren Grund 
hat, wage ich nicht zu entscheiden. Ich méchte hier nur bemer- 
ken, da} in unserem Institute gelegentlich anderer Untersuchungen 
bei Pferden und Schweinen selbst nach 12stiindiger Verdauung 
nicht unbetrichtliche Mengen des Futters noch im Magen vor- 
handen waren. Nach Ellenberger und Hofmeister’) erfolgte 
die Entleerung der in dem Reis enthaltenen Stiirke in den Diinn- 
darm bez. das Verschwinden derselben aus dem Magen des Hun- 
des in folgender Weise: 


1 Std. 8,4° 0 
 y 25° 
3 y 50°/, 


*) Ellenberger und Hofmeister, Archiv f. (Anatomie u.) Physiol. 
1891, 216. 
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4 Std. 32° 0 
6. 91°/o 
z_ 99°), 
10 fast 100°/9 


also auch viel langsamer als bei London und Polowzowa fiir die 
Trockensubstanz angegeben ist. Da bei Reis die Kohlehydrate 80 
und mehr °/p Trockensubstanz ausmachen, so kann man Trocken- 
substanz und Stirke fast als identisch annehmen. 

Fiir das Verschwinden des verfiitterten Eiweifes bezw. der 
entsprechenden Stickstoffmenge ohne Beriicksichtigung des 
EiweiBbgehaltes der Verdauungssiifte aus dem Magen er- 
gaben sich folgende Werte: 


Verfiitterter Stickstoff: 6,70 


Im Magen Aus dem Magen 

vorhandener N verschwundener N 

a £ */o 

Hund 1 (i Std.) 7,46 a 
$s @ .) 8,84 

& (2 ) 5,73 0,97 14,48 
4 (2 ) 6,32 0,38 5,67 
5 (3 ) 3,93 2,77 41,36 
6 ( , ) 4,47 2,23 33,30 
7, Oe wl 4,76 1,94 28,97 
8 (7 ) 5,06 1,64 24,49 


Da aut Grund von Untersuchungen, die in unserem Institute 
ausgefiihrt wurden, aber noch nicht zur Verdffentlichung ge 
langten, der Stickstoffgehalt des Mageninhaltes des Hundes bei 
eiweiffreier Nahrung (Sago) durchschnittlich ea. 0,024 °/o betriigt'), 
und die Menge dieses Stickstoffs somit lediglich den im Magen 
vorhandenen Verdauungssiften entstammt, so wiirden sich, unter 
der Voraussetzung, daB bei Reisfiitterung dieser Stickstoffgehalt 
sich nicht oder nur unwesentlich fnderte, fiir das Verschwinden 
des Nahrungsstickstoffs aus dem Magen folgende Zahlen ergeben: 


Litsch, Uber den Stickstoffgehalt des Magen-Darminhaltes des 
Hundes bei amylaceenreicher N-freier Nahrung. Nach Angaben des Herrn 
Dr. Scheunert. 


— 
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Im Magen vorhandener Verschwundener 
Nahrungsstickstoff Stickstoff 
g x °lo 
Hund 1 7,00 — 

2 8,35 — — 
3 5,29 1,41 21,04 
1 5,85 0,85 12,69 
5 3,67 3,03 45,22 
6 4,12 2,58 38,51 
7 4,44 2,26 33,73 
8 4,66 2,04 30,45 


Die nahezu vollstindige Ubereinstimmung der hier gefun- 
denen Prozentzahlen mit denen, die fiir das Verschwinden der 
Trockensubstanz aus dem Magen angegeben sind, lassen sehr wohl 
den SchluB berechtigt erscheinen, da ein gleichmaBiges Fort- 
riicken des Mageninhaltes in den Diinndarm stattfindet, 
daB also fiir die vorliegende Untersuchung die Sortierungsfihigkeit 
des Hundemagens kaum existieren diirfte, wie sie von London 
und Polowzowa angenommen wird. Es scheinen danach beim 
Hunde ganz ihnliche Verhiltnisse vorzuherrschen, wie sie 
Scheunert') fiir das Pferd fand. Man wird aber auch zu dem 
weiteren Schlusse berechtigt sein, daf im Hundemagen eine 
wesentliche Resorptionstatigkeit nicht stattfindet, da 
kaum anzunehmen ist, daf die Abbauprodukte der einzelnen 
Nihrstoffe in demselben Verhiltnisse zur Resorption gelangen, in 
welchem sie in dem verabreichten Futter enthalten sind. Fir den 
Fall, daB eine Resorption von Nahrungsstoffen im Hundemagen 
stattfiinde, miiBte sie in diesem Verhiiltnisse ablaufen, da 
ja, wie oben gezeigt wurde, die Prozentmengen der verschwun- 
denen Trockensubstanz und des verschwundenen Stickstoffs nahe- 
zu iibereinstimmen. Die Befunde von Tobler®) und Lang’), 
nach denen eine betrichtliche Resorption im Hundemagen statt- 
findet, erhalten demnach durch meine Resultate keine Besti- 
tigung. 

Da® bei Hund 1 und 2 mit dem zugrunde gelegten Durch- 
schnittswerte des Kérperstickstoffs keine befriedigenden Resul- 


) Scheunert, Uber den Einflu8 der Kirperbewegung auf die Ver- 
dauung und Nihrstoffabsorption des Pferdes. Pfliigers Archiv 109, 145. 

_*) Tobler, Ztschr. f. physiol. Chem. 45, 185. 

*) Lang, diese Zeitschrift 2, 225. 
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tate erhalten wurden, liegt in der Individualitat der betr. Tiere be- 
griindet, die vielleicht mehr oder einen an Stickstoff reicheren 
Magensaft absonderten, als die iibrigen, sodaB8 das bedeutende 
Plus an Stickstoff im Mageninhalte dieser Tiere leicht erklir- 
lich ist. 

In einem gewissen Zusammenhange mit dem Ft!lungsgrade 
des Magens steht die Menge des gelésten EiweiBes. Je mehr zu 
einer bestimmten Zeit der Magen entleert wurde, um so gréBer ist 
auch die Menge des gelésten Eiweifes. So betriigt z. B. bei Hund 1, 
der nach 1 Stunde getétet wurde, die Menge des gelésten Stick- 
stoffes 12,12 °/) des im Magen iiberhaupt vorhandenen Stickstoffs, 
bei Hund 2, der ebenfalls nach 1 Stunde getétet wurde, und bei 
dem eine viel geringere Menge des Mageninhaltes nach dem Darm 
iibergetreten ist, nur 6,27 °/9. Ganz ihnliche Verhiltnisse kehren 
auch bei den Hunden 3 und 4 (2 Stunden) und 6 und 7 (5 Stun- 
den) wieder (vergl. Tab. I). Bei den nach 2 Stunden getéteten 
Tieren betragen die entsprechenden Mengen gelésten Stickstoffs 
13,07 °/o und 9,21 °/o, bei den nach 5Stunden getéteten 17,86 °/5 
und 9,75 °/o. Auf Grund dieses Befundes kann man vielleicht 
auch hier, wie dies Goldschmidt’) fiir Pferde tat, von Tieren 
mit stiirkerer und schwiicherer Verdauung sprechen. Es ist hier- 
bei bemerkenswert, daB, wie ich auch schon friiher zu beobachten 
mehrfach Gelegenheit hatte, die Verdauungsintensitit parallel ver- 
lauft mit der Motilitét des Magens, d. h. daB mit Abnahme 
der Motilitéit auch die Menge der Verdauungsprodukte 
sinkt. Diese Tatsache darf man jedoch nicht den Befunden 
Scheunerts*) gegeniiberstellen, der konstatierte, daf bei be- 
wegten Tieren die Motilitaét des Magens sinkt gegeniiber der ruhen- 
der Tiere, da gerade hier infolge reichlicherer Wasser- bezw. Saft- 
sekretion besonders in den spiiteren Stunden auch die Menge der 
Verdauungsprodukte ansteigt. Es handelt sich bei mir lediglich 
um Tiere, die in der Zeit, die zwischen Fiitterung.und Tétung 
lag, geruht hatten. 

Da8 im Mageninhalte des Pferdes besonders in den ersten 
Verdauungsstunden sich viel Syntonin vorfindet, was beim Hunde 
nicht der Fall ist, diirfte sich durch folgende Tatsachen erkliren 


‘) Goldschmidt, Ztschr. f. physiol. Chem. 11, 425. 
*) Scheunert a. a. O. 
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Tabelle I. Verteilung des gelésten Stickstoffs 





2]... |ImMagen|ImMagen| _ Ent- Die Menge 
s | Getitet | .. i 5 
= iiberhaupt vorhan-  sprechend 
x |Stunden| yorhan- | dener °/, des 

J ; » . 
3] post. dener | gelister | Gesamt- | Syntonin | Protalbumose 
- pab Stickstoff | Stickstoff |stickstoffs 7 
z ; 
Z. gz £ lo g %g £ } % 
1 l 7,46 (),824 12,12 Spuren Spuren 
2 1 8,84 0,554 6,27 ws | 0,056 | 10,04 
3 2 5,73 0,749 13,07 0,010} 1,34 
4 2 6,32 | 0,582 9,21 0 0 |  Spuren 
5 3 3,93 0,659 16,77 0,047 | 7,10 | 0,053) 8,09 
6 5 1,47 0,799 17,86 Spuren | 0,030) 3,79 
7 5 4,76 0,464 9,75 Spuren 
8 7 5,06 1,507 29,78 n 0,106) 7,02 








lassen. Beim Magen des Pferdes betindet sich linksseitig, gewisser- 
maBen als Fortsetzung des Osophagus, eine driisenfreie, nicht 
sezernierende, mit einem vielschichtigen, in den oberen Schichten 
verhornten Epithel bedeckte Zone, die einen sehr grofen Raum - 

ca. sy — des Magens einnimmt, soda® fiir den eigentlichen 
Driisenmagen, die Fundusdriisen- und Pylorusdriisenregion, nur 
noch ein relativ geringer Raum bleibt. Die Pylorusdriisenregion 
ist auBerdem sehr arm an Pepsin, d. h. sie produziert, wie die 
Ergebnisse der in unserem Institute angestellten Versuche zeigen, 
nur wenig Pepsin, soda8 fast nur der Fundusdriisenregion die 
Absonderung proteolytisch wirksamen Saftes zukommt. Beim 
Hunde hingegen fallt die regio oesophagea weg, nahezu der 
ganze Magen ist danach fiahig, proteolytische Safte abzusondern. 
Und nicht nur die pepsinhaltige Schleimhautfliiche, sondern auch 
die Salzsiiure bildende Fliache ist im Hundemagen viel gréBer als 
im Pferdemagen. Infolgedessen kann eine Milchsaéuregiirung und 
damit eine Bildung von Syntonin aus dem verfiitterten Eiweif 
nur in sehr beschrinktem Mae auftreten, da ja durch die reich- 
lich sezernierte HCl die Milchsiuregiirung sehr bald sistiert und 
entstandenes Syntonin auBerordentlich rasch zu Albumosen und 


Pepton abgebaut wird, wiihrend beim Pferde erst sehr spiit ge- 
niigend Salzsiure gebildet ist, um eine Sistierung der Milchsiure- 
giirung zu erméglichen; da auch die Bildung von Pepsin in viel 
geringerem Mafe statt hat als beim Hunde, kann das infolge der 
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auf die einzelnen Abbauprodukte im Magen. 





des gelisten Stickstoffes verteilt sich auf 


Deuteroalbumose 


Peptone 
A B C 
gE %o g | at) g °/o 4 °/o 
0,054 6,59 0,153 18,69 | 0,130 15,75 0,485 | 58,97 
0,040 719 0,289 52,16 0 0 0,169 | 30,50 
0,103 13,74 0,316 42,21 0 0 0,318 42,38 
0,180 | 31,01 0,064 11,00 Spuren 0,330 | 56,73 
0,082 12,50 0,119 18,18 - 0,348 | 52,90 
0,159 19,90 0,368 46,08 - 0,230 238,80 
0,044 9,43 0,189 40,76 ‘ 0,219 | 47,18 
0,048 3,27 0,625 41,50 0,082 5,43 0,640 | 42,46 


Milchsiiuregirung gebildete Syntonin erst viel spiiter und lang- 
samer abgebaut werden, als dies beim Hunde der Fall ist. In 
der Tat treten beim Hunde immer nur Spuren oder sehr geringe 
Mengen (Hund 5, 3 Stunden) von Syntonin auf, wie dies auch 
schon Zunz') bei Fleischfiitterung fand. 

Wie dieser bei den Mengenverhiltnissen der Albumosen und 
Peptone keinerlei Regelmibigkeiten feststellen konnte, so ist dies 
auch bei meinen Versuchen der Fall, wie ein Blick auf die Tab. I 
lehrt. Einen Unterschied yon den Zunzschen Resultaten gibt es 
aber doch, wihrend Zunz niimlich Peptone nur in geringem 
MaBe im Mageninhalte seiner Hunde vorfand, ist bei meinen Hun- 
den immer sehr viel, bis nahezu */; des iberhaupt gelésten Stick- 
stoffs bei einzelnen Hunden hiervon im Magen enthalten. Aus 
diesem Umstande ergibt sich eine Bestiitigung und Erweiterung 
des Befundes von London und Polowzowa, daf pflanzliches Ei- 
weif leichter und schneller im Hundemagen eine Spaltung erleidet 
als tierisches. Merkwiirdig ist das Vorhandensein immer nur sehr 
geringer Mengen bezw. das Fehlen der der Deuteroalbumose C 
entsprechenden Fraktion, die nur bei einem Hunde (1) 15,75°/o 
des gelésten Stickstoffs enthalt, bei anderen Hunden aber nur in 
so geringen Mengen auftritt, daB es unméglich war, den N-Gehalt 
zu bestimmen. Dieser Befund aibnelt ganz dem von mir beim Pferde 


1) Zunz, Beitr. z. chem. Physiol. u Pathol. 8, 342. 
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Tabelle Il. Die Verteilung des gelésten Stick- 





* . : iE * l aE 

} | nen | ” Diinn- | 7 Diinn | Ent Die Menge 

g | Garme armeé | sprechend pceaeaissiiesien 

= Stunden | iberhaupt vorhan- | %/, des Deutero- 
vorhan- dener 0 | albumose 

| | = t lb v] 

3 post. dener gelister | Gesamt- Pectelbumens — - 

| pab. Stickstoff Stickstoff | stickstoffs 

Zz | £ g %o ~ %o & “lo 

1 1 1,866 1,187 63,62 | 0,101 8,52 | 0,256 | 21,60 

2 1 0,615 | 0,492 80,07 0,048, 9,79 | Spuren 

3 2 1,906 1,414 74,17 | 0,070 4,92 . 

{ 2 1,108 0,790 71,12 Spuren | 0,014| 1,79 

5 3 2,386 | 0,460 19,28 ‘ 0,038 | 8,35 

7 5 1,102 0,415 37,68 | 0,035, 8,33 |  Spuren 

8 7 2,212 1,075 18,62 | 0,164 15,28 | 0,045) 4,22 








erhaltenen Resultate'), wo diese Fraktion auch nur wenig hervor- 
tritt, und sehr bald verschwindet. Auch bei Zunz entfallt im all- 
gemeinen auf diese Fraktion nicht sehr viel Stickstoff. Anders 
verhilt es sich mit der Protalbumose. Auch die auf diese zu 
beziehende Stickstoffmenge tritt bei meinen Hunden nicht sehr 
hervor, waihrend bei Zunz gerade auf diese Fraktion die Haupt- 
menge des N entfillt und bei meinen Versuchen an Pferden wenig- 
stens in den ersten fiinf Stunden der Stickstoffgehalt der iibrigen 
Albumosen gegen den der Protalbumose wesentlich zuriicktritt. 
Die gréBte Stickstoffmenge entfallt bei meinen Versuchen auf die 
Deuteroalbumose B, die in der Mehrzahl der von mir unter- 
suchten Fille 40 bis 50°/) des gelésten Stickstoffes enthilt, wenn 
auch bei zwei Tieren diese Menge weit unterhalb dieser Grenze 
liegt, und zwar, wie es scheint, zugunsten der Peptone, deren Menge 
gerade bei diesen Tieren besonders hoch ist. Die Deuteroalbu- 
mose A endlich, der die niichstgréBte Menge des gelésten Stick- 
stoffs zukommt, zeigt auch keinerlei RegelmiiBigkeiten in bezug 
auf ihre Menge, sie schwankt ebenfalls innerhalb grofer Grenzen. 
Die Menge der Albumosen iiberhaupt und die der Peptone sind 
einander annihernd gleich, — mit zwei Ausnahmen —, die Be- 
obachtung von London und Polowzowa, daf im Magen die 
Albumosen wesentlich iiberwiegen, kann ich also nicht bestitigen. 

Beziiglich der Darmverdauung méchte ich auch hier wieder 
darauf hinweisen, da ein auBerordentlich groBer Teil des im 


) Grimmer, diese Zeitschrift 2, 133. 1906. 
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stoffs auf die Abbauprodukte im Diinndarme. 





des gelisten Stickstoffes verteilt sich auf 


Deuteroalbumose 
Peptone Restkirper 
B C 

g "lo g lo g %Jo g %, 
0,064 5,40 | Spuren 0,119 | 10,04 0,639 53,83 
0,140 28,45 0 0 0,022 4,41 0,286 57,31 
0,085 6,01 0,535 | 37,82 0,044 3,11 0,674 47,66 
0,188 23,81 Spuren 0,212 | 26,89 | 0,368 165,65 
0,105 22.87 0,058 12,70 0,058 12,64 0,187 10,61 
0,160 38,53 0 0 0,053 12,76 0,165 3908 
0,325 30,24 Spuren 0,128 11,89 0,408 37,08 


Diinndarme vorhandenen Eiweifes den Verdauungssiften ent- 
stammt. Wie von anderer Seite in unserem Institute in der oben 
erwihnten noch zu ver6ffentlichenden Arbeit gezeigt worden ist, 
betriigt der Stickstoffgehalt des trockenen Diinndarminhaltes bei 
eiweibfreier Nahrung ca. 6 bis 9,5°/9. Bei den von mir unter 
suchten Hunden ergaben sich folgende Zahlen: 
Trockensubstanz des 
Diinndarminhaltes Stickstofigehalt 


0 


Hund 1 (1 Std.) 49,58 1,866 3,75 
2 (1 ) 13,2 0,615 4,66 
eo @ . 3 38,2 1,906 4,99 
. @ ,) se 1,108 2,94 
5 (3 ) 158,1 2,386 1,51 
7 ©. 3 66,9 1,102 1,65 
- @ . 3 69,2 2212 3,19 


Derartig hohe Werte wie bei N-freier Nahrung habe ich, wie 
ein Blick auf die obige Zusammenstellung zeigt, nicht erhalten; 
mit zwei Ausnahmen enthalten die Diinndarminhalte der yon mir 
verwendeten Hunde ca. 3 bis 5°/ Stickstoff. Der Stickstoffgehalt 
steht iibrigens in sehr engen Beziehungen zum Trockensubstanzge 
halte des Diinndarminhaltes derart, daB diinne, nur wenig Trocken- 
substanz enthaltende Inhalte viel mehr Stickstoff enthalten, als 
dickere mit sehr hohem Trockensubstanzgehalt, wie aus folgender 
Zusammenstellung deutlich ersichtlich ist: 
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Trockensubstanzgehalt Stickstoffgehalt in 
des Diinndarminhaltes der Trockensubstanz 
” o "lo 
Hund 1 28,54 3,75 
2 19,73 4,66 
3 19,41 4,99 
4 24,79 2,94 
5 29,55 1,51 
7 33,08 1,65 
Ss 26,41 3,19 


Auf Grund dieser Tatsachen kommt man notwendigerweise 
zu dem Schlusse, daB die Ursache dieser Verschiedenheiten in der 
schwankenden Menge der vorhandenen Verdauungssiifte, die sich 
in den Diinndarm ergieBen, zu suchen ist. Der auBerordentlich 
niedrige Stickstoffgehalt des Diinndarminhaltes bei Hund 5 und 
7, der denjenigen des Reises (1,12°/o) nur um ein geringes iiber- 
steigt, liBt demnach darauf schlieBen, daB hier nur sehr geringe 
Mengen von Verdauungssiiften sich in den Diinndarm ergossen 
haben, besonders auch, da auf die gelisten Anteile des Stickstoffs 
nur 19,28 bezw. 37,68 °/o entfallen (vergl. Tab. ID, wiihrend bei den 
anderen Hunden meist 60 bis 80°/o gelést sind. Andererseits ersieht 
man aus der obigen Zusammenstellung zur Evidenz, in wie groBem 
Mage gerade im Diinndarm das Kérpereiwei8 gegentiber dem Nah- 
rungseiweiB priivalieren kann, das letztere bildet in der Mehrzahl 


1/, des im Diinndarm iiberhaupt vor- 


der Fille héchstens '/3 bis 
handenen EiweiBes, und dieses Verhiltnis verschiebt sich sicher 
noch viel mehr zugunsten des KérpereiweiBes bei den gelésten 
Anteilen. Nach den beim Pferde gemachten Erfahrungen liBt sich 
die GréBe des verdauten KiweiBes infolgedessen auch nur unsicher, 
des resorbierten EiweiBes iberhaupt nicht berechnen, selbst unter 
der bei meinen Versuchen zu machenden Annahme, daB ein gleich- 
maBiges Fortriicken des Mageninhaltes in dem Diinndarm statt- 
tindet. 

In bezug auf die Menge der einzelnen Abbauprodukte des Ei- 


weiBes herrscht auch im Diinndarm keinerlei Regelmiabigkeit, sie 
sind hier ganz im Gegenteile zu den Befunden beim Pferde recht 
bedeutenden Schwankungen unterworfen. Dies laBt sich zum 
groBen Teile dadurch erkliren, da8 der Trockensubstanzgehalt der 
Diinndarminhalte der Hunde im Vergleich zu denen der Pferde 
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auBerordentlich groB ist und in sehr grofien Grenzen schwankt. 
Wiahrend er beim Pferde ca. 3,5 bis 4° 9 betrug, schwankt er beim 
Hunde zwischen 19°/9 und 33°/). Beim Pferde iiberwiegt also dic 
Menge und wohl auch der Wassergehalt der Verdauungssiifte im 
Diinndarm ganz auBerordentlich, ihre Einwirkung auf geléstes 
und ungeléstes Kiwei8 mu8 also auch eine intensivere sein. Die 
Hauptmenge des geliésten Stickstoffs entfillt beim Hunde in 
allen Fallen auf die als Restkérper bezeichneten, nicht mehr 
aussalzbaren Produkte (Polypeptide und Aminosiuren). Die 
Summe dieser und der Peptone schwankt innerhalb geringer 
Grenzen, niimlich zwischen ca. 50 und 60°/9, gleichgiiltig zu wel 
cher Verdauungsstunde das betreffende Tier getétet wurde. Es 
ist auffallend, daf ein Fortschreiten der Verdauung sich nicht 
in dem Sinne geltend macht, daB, wie ich es friiher beim Pferde 
und Zunz bei Hunden mit Fleischfiitterung gefunden haben, die 
absolute und relative Menge der Endprodukte der Diinndarmver 
dauung anwichst. Auch bei London und Polowzowa kann man 
beim Duodenumfistelhund und Jejunumfistelhund mit zunehmen- 
der Verdauungszeit eine Abnahme der Albumosen und Zunahme 
der Peptone + Restkérper unschwer erkennen (vergl. Tab. C T und 
DI der zitierten Arbeit). Betreffs der Albumosenfraktionen ist nur 
zu bemerken, daf im vorliegenden Falle ebenso wie bei der Magen 
verdauung die Deuteroalbumose B die Hauptrolle spielt. [hr folgt 
die Fraktion der Protalbumose, wihrend die iibrigen Fraktionen 
nur selten eine gréBere Menge Stickstoff enthalten. 


Zusammenfassung. 


Die von mir angestellten Untersuchungen, die einen Beitrag 
zur Losung der Frage der EiweifSverdauung des Hundes bei pflanz 
licher Nahrung bilden sollen, haben die vorliegenden Resultate er 
geben, die sich in Kiirze folgendermaBen zusammenfassen lassen: 

1. Der Magen des Hundes besitzt nach den vorlicgenden Ver- 
suchen keine Sortierungsfahigkeit, d. h. er ist nicht befahigt, aus 
einem Gemische verschiedener Nahrungsstoffe einzelne derselben, 
z. B. Kohlehydrate, schneller in den Diinndarm zu beférdern als 
andere, z. B. EiweiB. Der Mageninhalt riickt im Gegenteile gleich- 
maBig nach dem Diinndarm vor. Nach friihestens 3 Stunden 
sind ca. 50°/5 aus dem Magen verschwunden, wenn dieser normal 
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vefiillt wird, eine schnellere Entleerung findet nur bei ungeniigen- 
der Futtermenge oder unter pathologischen Verhiiltnissen statt. 

2. Dem Magen des Hundes kann eine Resorptionsfihigkeit 
von Verdauungsprodukten nur in sehr geringem Mae zuge- 
sprochen werden. 

3. Die Menge des im Magen vorhandenen gelésten Eiweibes 
ist bis zu einem gewissen Grade abhangig von dem Fiillungszu- 
stande des Magens. Je gefiillter er ist, um so geringere Mengen 
Eiweifi befinden sich — absolut wie relativ — in Lésung. Auf die 
relative Menge der Peptone scheint der Fiillungszustand des Magens 
keinen EinfluB zu haben. 

4. In bezug auf die Menge der einzelnen Abbauprodukte des 
KiweiBes im Magen des Hundes herrschen im Gegensatze zu meinen 
Befunden beim Pferde keinerlei RegelmaBigkeiten. Syntonin findet 
sich zu allen Verdauungsstunden nur in sehr geringen Mengen, die 
Menge der Peptone ist bereits in der ersten Verdauungsstunde relativ 
und absolut sehr grof. Ein Anwachsen der Peptone mit zuneh- 
mender Verdauungszeit in relativer Menge konnte nicht festgestellt 
werden. 

5. Der Trockensubstanzgehalt des Diinndarminhaltes ist auBer- 
ordentlich groBben Schwanken unterworfen, er schwankt zwischen 
19 und 33°/) und ist abhingig von der Menge der in den Diinn- 
darm ergossenen Verdauungssifte. Von diesen ist auch der relative 
und absolute Gehalt des Diinndarminhaltes an Stickstoff abhangig. 

6. In bezug auf die Menge der Abbauprodukte des Eiweibes 
herrscht auch im Diinndarm keine Regelmiabigkeit. Die Summe 


der Peptone und der nicht mehr aussalzbaren Restkérper schwankt 
in der Mehrzahl der Fille nur zwischen 50 und 60°/o. 














Die .Katalase* der Frauenmilch. 


Von 


Dr. R. vy. d. Velden, 


Assistenzarzt an der Klinik. 


(Aus der medizinischen Klinik der Universitit Marburg. 
Professor Dr. Brauer.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1907.) 


Die Milch ist in den letzten Jahren in ganz hervorragendem 
Mahe teils aus praktischen, teils aus biologischen Interessen in 
den verschiedensten Richtungen studiert worden. Die Sammel 
referate von Raudnitz legen davon ein beredtes Zeugnis ab. 
Namentlich schien die Milch fiir das Studium der Fermente ein 
geeignetes Ausgangsmaterial zu sein. Im Verlaufe von Untersuchun- 
gen tiber Oxydationsfermente, speziell der Katalase und der Per 
oxydase bei Warmbliitern, wurden auch die Oxydationsfermente 
der Milch, und zwar speziell die .,Katalase* der Frauenmilech in 
den Rahmen meiner Untersuchungen hineingezogen. Die Resul- 
tate, die sich hierbei ergaben, seien im folgenden kurz wieder- 
gegeben. Sie haben wohl weniger praktisches wie biologisches 
Interesse. Die Untersuchungen sind zum Teil in Heidelberg im 
pharmakologischen Institut, zum Teil in der Marburger medizi- 
nischen Klinik ausgefiihrt worden. 

Die Bestimmung der Katalase erfolgte mit dem von einem 
Schiiler Bredigs, Walton'), konstruierten Schiittelapparat. In 
einem Wasserbade von konstanter Temperatur (37° C.) befindet 
sich der Schiittelkolben verbunden durch ein Kapillar-Glasrohr 
mit einer Glasbiirette, die in einen auf gleicher Temperatur (15°C. 


») Diss. Heidelberg 05. 
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gehaltenen Kihler eingefiigt ist. Durch eine kleine Wasserturbine 
wird der Kolben geschiittelt, in dem sich mittels eines Seiten 
ansatzes der einfache Mechanismus des Meyerschen Fallréhr 
chens eingefiigt findet. Es wurden verwandt 5 oder 10ccm Frauen- 
mileh und hinzugefiigt wurde 0,5-—-1,0 30°/jiges reines un 
zersetztes Wasserstoffsuperoxyd (Merks Perhydrol). Geschiittelt 
wurde 10 Minuten. Die Hauptentwickelung des Sauerstoffes, die 
in den ersten 6—7 Minuten erfolgt, wurde von Minute zu Minute 
durch Ablesen von der Glasbiirette genau verfolgt. Der Endwert 
ist die Zahl, die sich in dem folgenden Protokoll immer verzeich- 
net findet. Die Schiittelgeschwindigkeit, d. h. die Zah] der Um- 
drehungen der Turbine war stets die gleiche. Bei vorsichtigem 
und genauem Arbeiten gibt der Apparat, von dessen Dichtigkeit 
man sich natiiriich fortlaufend iiberzeugen muf, stets konstante 
Werte. Im iibrigen wurde genau nach den Vorschriften der 
Bredigschen Schule gearbeitet. Alle Bestimmungen wurden dop 
pelt ausgefiihrt. 

Die zu den Untersuchungen benétigte Milch wurde mittels 
Milchpumpe der Mutterbrust entnommen und zwar teils von 
Wochnerinnen aus der Heidelberger Frauenklinik, teils von den 
Ammen unseres Siuglingheims, oder von schon liinger stillenden 
Frauen der Klinik. Die Entnahme erfolgte in sterilen GefaBen 
mit steriler Pumpe nach vorsichtiger mechanischer wie Alkohol- 
resp. Borsiure-Desinfektion der Brustwarze. Weiteres findet sich 
dariiber im Verlaufe der Arbeit. Die so gewonnene Milch wurde 
sofort oder spitestens nach 1—2 Stunden untersucht. 

Untersuchungen iiber die Katalase resp. die HzO. zersetzen- 
den fermentativen Eigenschaften der Frauenmilch liegen bereits 
vor'). Sie betonen im allgemeinen neben anderem den Unterschied 
zwischen dem Vorhandensein der Katalase bei der Frau oder dem 
Fehlen oder nur geringen Gehalte an Katalase bei derKuh. Das Ziel 
folgender Untersuchungen war es, im Verlaufe langerer iiber Tage 
und Wochen sich erstreckender Beobachtungen sich ein Urteil zu 
bilden iiber die Schwankungen der Katalase, tiber ihre Beein- 
flussung von seiten des Organismus, ferner sollte beobachtet wer- 
den, ob und welche Beziehungen zur Ernihrung resp. zum 


') S. Raudnitz, Ergeb. d. Phys. 2, 1, 274 und die jihrlichen 
, Sammelreferate in der Monatsschrift fiir Kinderheilkunde. 
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Gedeihen des Kindes dabei bestehen. In letzter Zeit ist ja 6fters 
darauf hingewiesen worden, daf die verschiedensten Fermente, 
die man in den diversen Milcharten gefunden hat, und die nament- 
lich zwischen Kuh- und Frauenmilch Differenzen zeigen, mit 
einen Grund darstellen fiir die verschiedene Bekémmlichkeit der 
einzelnen Milcharten, Ansichten, die nicht unwidersproehen ge- 
blieben sind. 

Vergleicht man nun zuerst die absoluten Werte der sog. ,, Ka- 
talase“, wie ich sie mit der obigen Methode gewonnen habe, und 
zwar die absoluten Werte zwischen den einzelnen Frauen, so findet 
man beim Vergleiche von Frauen, denen zu gleicher Zeit und 
unter gleichen iuBeren Bedingungen die Milch entnommen wurde 
und die in derselben Laktationszeit stehen, keinerlei Uberein 
stimmung. Die Werte schwanken zwischen 40 und 5'). Man kann 
einer Milch nicht im allgemeinen ansehen, ob sie viel oder wenig 
Katalase in sich birgt. Die sog. diinne Milch kann bald mehr, 
bald weniger zeigen als die gute fette weiBe Milch einer anderen 
Frau. Nur zur Zeit des EinschieBens der Milch (das Kolostruin 
ist nur einigemale untersucht worden, da im allgemeinen die nétige 
Menge von 5 cem nicht stets zu erhalten ist) findet sich fast stets 
bei alien Frauen gleichmiBig sehr starker .,Katalase“-Gehalt, fiir 
den oft die vorhandene Gasbiirette (60cem) nicht ausreichte. Sieht 
man von den absoluten Werten ab und vergleicht man nur die 
Verlaufsform der Katalasekurve, wie ich sie bei W6chnerinnen und 
bei im 6. und 7. Monat stillenden Frauen, natiirlich stets unter 
den gleichen Untersuchungsbedingungen, gewonnen habe, so findet 
man auch hier nur insofern eine Ubereinstimmung, als in den 
ersten 3—5 Tagen bei den Wéchnerinnen ein Absinken yon hohen 
Katalasewerten zu einem tieferliegenden Niveau stattfindet. Dieses 
Niveau wird aber so und so oft wieder unterbrochen durch bald 
erhéhte, bald erniedrigte Werte. Namentlich findet sich bei den 
in spiiterer Laktationszeit befindlichen Frauen selten eine gleich- 
maBig verlaufende Kurve, die Tag fiir Tag auch nur annihernd 
gleiche Werte giibe. Geht man nun zur Analyse der Katalase- 
werte bei den einzelnen Personen iiber, so findet man das unregel- 
maBige Verhalten im Auftreten dieser fermentativen Eigenschaft 


’) Die Zahlen bedeuten die in 10 Minuten entwickelten ccm Sauer- 
stoff aus 5 cem Milch und 0,5 com H,O, (30°/,) bei 37° C. geschiittelt. 
Biochemische Zeitschrift Band III. 27 
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nicht nur in Tagesschwankungen, sondern auch in Stunden- 
schwankungen, und diese Schwankungen finden sich weiter im 
Verlaufe einer Stillzeit, d. h. die Anfangsmilch hat ganz andere 
Werte, wie die wiihrend des Saugens oder nach dem Stillen ent- 
nommene Milch. Letztere Angaben finden unten niihere Beach- 
tung. Da Differenzen bestehen zwischen rechter und linker Brust, 
wird nach dem Vorhergesagten und nach dem, was wir iiber die 
Milchsekretion und die verschiedene Driisenarbeit der beiden 
Briiste wissen, ja weiter nicht wundernehmen und ist ja auch 
schon von anderer Seite hervorgehoben worden. 

Das Obengesagte mégen einige kurze Ausziige aus den Unter- 
suchungsreihen illustrieren. 


1. P. (Wéchnerin). 2. Oe. (Wichnerin). 3. K. (Amme). 





-X11.05. III. 32,0 28. XI.05. IIL. 422) 11. 1V. 06. 100 
. KAIT.05. IV. 236,0/;299. XL05. IV. 21,1; 12. IV. 06. 5,6 
XII. 05. V. 130/30. XI. 05. Vv. 98 13. IV. 05. 50,7 
XIL05. VI. 1,0) 1.XUL05. VI 115 

XII. 05. VIL 12) 2. XIL 05. VIL 193 4. B. (Amme). 
3. XII. 05. VIII. 3,8| 3. XII. 05. VIII. 19,8 13. V. 06. 18,2 
7. XIL.05. IX. = 1,7 14. V. 06. 21,4 
15. V. 06. = 164 


Cl im OS te 





~ 


5. Fr. (still. Frau). 





r. Brust l. Brust 
25. 1. 06. 3,8 11 
26. I. 06. 27 2,7 
27. I. 06. 5,5 1,8 


6. M. (still. Frau). 7. B. (Amme). 8. Ma. (still. Frau). 





Vor dem Stillen 2,3 13,8 3,0 








Nach ,, ns 8,4 20,2 6,7 

9. Ku. (Wéchnerin). 10. Eberw. (Wéchnerin). 11. D. (Amme). 
23. I. 06. V. 2,7 | 23.106 V. 1832/3. 1.06. 118m 11,1 
24.106 VI 30 | 2.01.06. VI 51/4106 119m 115 
2.1.06. VIE. 51 | 25. 1.06 VIL 34/4.1.06. 3pm 84 
26. I. 06. VIII. 3,3 | 27.106. IX. 190/4.1.06 7pm 13,2 
27.1.06. IX. 48 | 2106 xX. 15,8 
28. I. 06. X. 38 | 29.1. 06. XI. 11,0, 12. S. (Wéchnerin). 
29. 1.06. Xi. 7,3 | 30.1. 06. XI. 208 © 17 og gpm 143 

I. 06. XII. 4,6 


30. 6. IL. 06. 3pm. 20,1 


6. Il. 06. 7P™ 12,7 


es 
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Um dies bizarre und irregulare Verhalten zu erkliiren, wurden 
folgende Kontrolluntersuchungen vorgenommen. 

Von verschiedenster Seite, zuletzt wohl von Seligmann) ist 
darauf hingewiesen worden, da die Fermentreaktion der Milch in 
einem sehr engen Kausalnexus zum Bakteriengehalte der Milch 
stiinde, daB also die verschiedensten Fermente nicht .originirer“ 
sondern bakterieller Natur seien. Es wurde daher in einer groBen 
Reihe von Versuchen die zur Katalase-Bestimmung entnommene 
Milch zugleich in bakterieller Hinsicht untersucht, d. h. es wurden 
0,1 und 0,2 cem der Milch zum Teil mit Gelatine, zum Teil mit 
Agar in der bekannten Weise gemischt, zu Platten ausgegossen. 
Diese Untersuchungen ergaben das iiberraschende Resultat, daB es 
selbst bei der in diesem Falle nur irgendméglichen Anti- und Asep- 
sis niemals méglich war, sterile Frauenmich zu gewinnen, selbst 
nach griindlichster mechanischer Reinigung, nach Entfernung der 
ersten Milch, ja selbst nach Abpumpen von 30 bis 50 cem aus der 
Brust gelang es nicht, eine ganz sterile Milch zu erhalten. Ver- 
glich man nun die Resultate der bakteriellen Untersuchung mit 
denen der Katalase-Bestimmung, so ergab sich, da8 in einzelnen 
Fallen ein genau umgekehrtes Verhalten sich fand, d. h. daB die 
Milch, die weniger Katalase enthielt, ungeheuer viel Bakterien 
enthielt. Aber auch das umgekehrte Verhalten fand sich einige- 
male. Zum Teil war bei Untersuchungen der Gesamt-Milch zu er- 
kennen, da8 mit steigendem Bakteriengehalt ein gréBerer Katalase- 
wert Hand in Hand ging. Die zahlreichen Untersuchungen haben 
aber fiir die Milch, die sofort nach der Entnahme aus der Brust 
untersucht wurde, nur ergeben, da ein konstantes Parallelgehen 
zwischen Bakteriengehalt und Katalase nicht besteht. Ganz anders 
verhalten sich die Resultate, wenn man diese Milch 24 Stunden 
stehen laSt, dann konstatiert man mit zunehmendem Bakterienge- 
halt auch eine Zunahme des Katalasegehaltes, vorausgesetzt aller- 
dings, da® die Reaktion der Milch, die ja von Einflu® ist bei der 
Bestimmung der ,,Katalase“, sich nicht geiindert hat. Auch hier 
mégen einige Protokolle das soeben Gesagte kurz illustrieren. 


*) Ztschr. f. Hyg. u. Infektionskrankheiten 1905, 52. 
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13. K. (Amme). 





20. V. 06 10,2| auf Agar nur sehr wenig Kolonien nach 2 x 24 Stunden. 
21. V. 06) 5,0) » , sehr reichlich » sxe - 


22. V. 06| 9,3! , a a ‘i * x 24 = 


te 


14. M. (still. Frau). 





6. XII. 1906 3,0 auf Agar zahlreiche Kolonien, erste Milch | derselben 
rim » © kleine " letzte ,, Saugzeit. 


15. B. (Amme). 





12. IV. 1906 9,2 | mittelviel Kolonien 


13. IV. 1906 | 18,2 | zablreiche stets aus der ersten Milch. 


”" 
i4. 1V. 1906 214 zwei * | 


16. N, (still. Frau). 





8. XII. 1906. . . | 3,0 | wenig Kolonien 
Nach 24 Stunden. | 4,3 zahlreiche Kolonien 

Oo Bee See. sl 44 mittelviel Kolonien 
Nach 24 Stunden . 5,6 zahlreiche Kolonien 


Eine weitere Méglichkeit der Beeinflussung des Katelasege- 
haltes wire in dem Zellengehalte der Milch zu suchen und zwar 
schien dies um so wahrscheinlicher zu sein, als, wie ja schon oben 
erwahnt, das Kolostrum und die eben einschieBende Milch, die ja 
bekanntlich sehr reich an Zellen ist, die gréBte katalytische Kraft 
auf Wasserstoffsuperoxyd entwickelte. Mittels der von Troms- 
dort‘) angegebenen Methode des Zentrifugierens in zu graduierten 
Spitzen ausgezogenen Rohrchen, habe ich quantitative Untersu- 
chungen auf den Zellengehalt der Frauenmilch unternommen. 
Voruntersuchungen an normaler Frauenmilch ergaben entweder 
gar keinen oder nur einen minimalen Zellwert, der sich allerhéch- 
stens bis 0,1 nach der Tromsdorfschen Einteilung erstreckte. 
Diese so gewonnenen Werte ergaben keinerlei Ubereinstimmungen 
mit den Schwankungen des Katalasegehaltes bei den Frauen. An- 
ders jedoch war das Resultat, wenn man starke Schwankungen, 
d. h. ein plétzliches Hinaufschnellen in dem Katalasegehalt der 
Milch fand. Dies war der Fall wenn man z. B. am Ende des Ab- 
pumpens oder nach dem Stillen etwas stark die Brustdriise aus- 


’) Miinch. med. Wochenschr. 1906, 541. 
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preBte, dies war der Fall, ferner bei der Milch abstillender Frauen, 
die sich ja bekanntermaGen der Kolostralmilch wieder niihert. 
Hierbei fanden sich Werte bei der Zellenbestimmung der Milch, 
die weit tiber das angegebene Ma hinausgingen und fiir 5 cem 
Milch den Wert von 2,0 bis 3,0 erreichten. Die mikroskopische 
Untersuchung dieses Zentrifugats zeigt zahlreiche grofie irregulire, 
zum Teil zertriimmerte Zellen. Hierfiir kurz folgende Protokolle : 





17. B. (Amme). 18. Ma. (Abstillend). 
13. IV. 1906 | 18,2 - | 21,5 (abgepumpt) 1,0 Zellen. 
14. IV. 1906 21,4 | — ¢ Zeligehalt 35,9 | (letzte ausgepreBte 
15. IV. 1906 | 16,4 | “al Milch) = 2,5 Zellen. 


19. F. (still. Frau). 





15. VIL. 13,0 — Zellen. 
16. VII. 15,3 — Zellen. 


16. VII. 24,2 (ausgedriickt) 2,5 Zellen. 


Es findet sich also hierbei eine ganz deutliche Abhingigkeit 
zwischen Katalase- und Zellengehalt der Milch, doch scheint eine 
gréBere Menge von Zellen notwendig zu sein, um eine starke Be- 
einflussung hervorrufen zu kénnen. 

Selbst wenn aber nun nach der durch vorstehende Untersu- 
chungen gegebenen Aufklirung die weiteren Katalasebestimmungen 
und Milchentnahmen unter gréSter Sorgfalt, mit Vermeidung der 
aus obigen Protokollen hervorgehenden Fehlerquellen vorge- 
nommen wurden, so bestanden trotzdem noch Unregelmibigkeiten 
in den Werten der Katalase, fiir die sich ein ersichtlicher Grund 
vorerst nicht finden lie’, ganz abgesehen davon, daB die sog. Ka- 
talase in einer groBen Anzahl von Fiillen weder durch Zellgehalt 
noch durch Bakteriengehalt irgendwie erklirt werden konnte. 

Parallel laufende Fettbestimmungen der Frauenmilch 
sollten daher die Frage erértern, ob zwischen Fettgehalt und Ka- 
talase sich ein Parallelismus finde. v. Liebermann’) hat nachge- 
wiesen, daB beim Schwein in dem Fette des Mesenterium die stark - 
sten Katalasemengen zu erhalten waren. Die Fettbestimmung er- 
folgte nach der Gerberschen Methode und wurde jeweils in 5 cem 
Frauenmilch vorgenommen. Beim Vergleichen der Werte der 


1) Pfliigers Archiv 104. 
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Fett- und Katalasebestimmung fand sich nun insofern eine Kon- 
gruenz, als, ebenso wie ja bekanntermaBen wiihrend des Stillens 
der Fettgehalt der Milch ansteigt, ein Ansteigen des Katalasege- 
haltes der Milch zu verzeichnen ist. Vergleicht man aber nicht 
die fraktioniert gewonnenen Milchmengen einer Stiilzeit, sondern 
macht man tiglich fortlaufende Untersuchungen der gesamten 
Milch, so ist bei gesunden stillenden Frauen bei gleichbleibendem 
Fettgehalte der Milch niemals eine parallele Kurve in der Kata- 
lase zu finden, auch lat sich aus der Fettmenge kein Schluf auf 
die Katalasemenge ziehen. 











K. (Wéchnerin). E. (Wichnerin). 
Kat. | Fett | Kat. | Fett 
23. 1. 1906 | 5,1 | 6,3 | 04. 1. 1906 5,1 | 2,0 
24. I. 1906 | 3,3 6,0 | 95. I. 1906 34 | 3,4 
25. 1. 1906 4,8 | 6,0 | 96. 1. 1906 | 19,0 | 1,7 
26. I. 1906 | 38 , 28 x iL F 
27. 1. 1906 | 7,3. 60 His. (ottll. Free) 
28. I. 1906 | 4,6 | 6,2 Kat. | Fett 


6. X11. 1906 3,0 0,3 vor | Still 
6. XII. 1906 | 4,4 | 2,0 nach { “em Stillen. 
7. XIL. 1906 | 3,0 | 2,5 vor | 
7 


XII. 1996} 6,7 | 5,0 nach | 4m Stillen. 





Zu erwihnen wiire noch, wie dies ja schon von Reiss') und 
Faitelowitz*) bei der Kuhmilch nachgewiesen worden ist, dab 
auch bei der Frauenmilch beim Zentrifugieren die Hauptmenge 
der Katalase in Rahm iibergeht, daS man auBerdem durch Er- 
wirmen der Milch 2 Stunden auf 65° die HsO, zersetzende Fa- 
higkeit der Milch zerstért, also das vermutliche Ferment inakti- 
vieren kann. 

Aus diesen Untersuchungen geht also hervor, da8 die kata- 
lytische Eigenschaft der Frauenmilch, wie sie sich in der Zer- 
setzung von Wasserstoffsuperoxyd zeigt, beeinfluBt werden 
kann durch den Bakteriengehalt und durch den Zellen- 
gehalt der Milch, daB aber diese beiden Momente nicht aus- 
reichen, um dadurch allein diese Fermenteigenschaft der Milch zu 
erkliren. 


') Ztschr. f. klin. Med. 56, 1—2. 
°) Diss. Heidelberg 1904. 
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Wenn auch noch eine niihere Untersuchung der Beziehungen 
des Katalasegehaltes der Milch zu ihrem Salzgehalte, die Raud- 
nitz fordert, fehit, so darf man doch sagen, daB diese fermenta- 
tive Eigenschaft in ihren Grundziigen eine originiire ist, d. h, dab 
es sich um ein richtiges Ferment handelt, das aus den Driisen- 
zellen der Brustdriise stammt. Es ist dies ja auch weiter nicht zu 
verwundern, dafi sich in der Milch, die eine Summe darstellt von 
Transsudat und, wie Raudnitz es bezeichnet, Zellenbrei, da8 darin 
sich auch unter den anderen Zelltriimmern die Zellfermente finden, 
wie wir sie uns z. B. mit Hilfe der Buehnerschen Presse aus 
Zellkomplexen darstellen kénnen. 

Wie aus den vorstehenden Untersuchungen wohl resultiert, 
ist es nun leider nicht méglich, bei diesen schwankenden, von vie- 
len iuBeren Dingen abhiingigen .,Katalase“-Werten aus den abso- 
luten Werten selber vorerst irgend etwas Niéheres tiber die Tatig- 
keit der Brustdriise zu schlieBen. Es ist ja schon versucht worden, 
den Katalasegehalt als Indikator dafiir zu benutzen, ob eine Milch 
mehr einfaches Transudat oder mehr Produkt der Zellarbeit der 
Brustdriise ware. Der Vollstindigkeit halber mége daher noch an- 
gefiihrt werden, daB die Untersuchung des Katalasegehaltes bei 
Anwendung von Laktagogis, wie z. B. des Laktagol, in einem Falle 
eine starke Steigerung des Katalasegehaltes der Milch ergab, in an- 
deren Fiillen diese jedoch ganz vermissen lief, wo auch sonst nicht 
die geringste Beeinflussung der Milchsekretion weder an dem 
Kinde, noch an der Mutter zu erkennen war. Den Befund der 
starken Katalaseverminderung bei schnell voriibergehendem Fieber 
im Puerperium méchte ich vorerst nicht anders als eine einfache 
Tatsache verwenden. 

SchlieBlich mége noch kurz Erwiihnung finden, was in den 
einleitenden Worten tiber den EinfluB des Fermentgehaltes der 
Milch auf das Gedeihen des Siiuglings gesagt wurde. Das Material, 
das mir zur Verfiigung steht, reicht wohl noch nicht hin, um ein 
endgiiltiges Urteil dariiber abzugeben, reicht namentlich nicht hin, 
um irgendwie in der Frage der Rohmilchernaihrung, soweit man 
damit eine Fermenternihrung treiben will, Stellung zu nehmen; 
aber auffallend ist es immerhin, daf es fiir das Gedeihen der 
Brustkinder absolut einerlei war, ob die Muttermilch viel oder 
wenig Katalase enthielt, und da8 sich in dem Befinden der Kinder, 
in der Gewichtskurve, im Stuhl und im Appetit nicht die geringste 
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Schwankung zeigte, wenn der Katalasegehalt plétzlich starke 
Spriinge nach oben oder nach unten machte, vorausgesetzt natiir- 
lich, daB sich dabei keine stiirkere lokale oder allgemeine Erkran- 
kung der Mutter fand. Fraglich ist natiirlich auch noch, ob man 
aus dem Katalasewerte einfach einen SchluB auf die gesamten an 
deren Fermente der Milch ziehen darf. GréBere Beobachtungs- 
reihen miissen dariiber das letzte Urteil fallen. Ganz einwandsfrei 
ist es jedenfalls nicht, wenn man diesen autochthonen Fermenten 
einen EinfluB auf die Kinderernahrung deswegen zuschreibt, weil — 
wie dies von italienischer Seite geschehen ist — Siéuglinge besser 


gedeihen sollen, wenn man der Milch die verschiedensten pro- 
teolytischen und amylolytischen Fermente zusetzt. 

















Uber den Einflu6$ von Bitterwissern auf die Magen- und 
Pankreassaftsekretion. ') 
Von 
M. Pewsner- Moskau. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen 
Instituts der Universitit Berlin.) 


(Hingegangen am 9. Januar 1907.) 


Im folgenden sollen einige vergleichende Untersuchungen mit- 
geteilt werden, die tiber den Einfluf der beiden gebriiuchlichsten 
Bitterwisser, nimlich des Friedrichshaller Bitterwassers 
und des Hunyadi-Janos, auf Magen- und Pankreassaftsekretion 
bei Hunden angestellt worden sind. Bei den Untersuchungen tiber 
den Einflu8 dieser Mineralwisser auf die Magensaftbildung bedien- 
ten wir uns verschiedener Hunde, denen wir einen sog. Magenblind- 
sack nach der Pawlowschen Methode angelegt hatten; den Ein- 
flu@ aut die Pankreassaftsekretion studierten wir an einem Hunde 
mit einer Dauerfistel des Pankreas, die gleichfalls nach der Paw- 
lowschen Methode operiert worden war. 

Bevor wir auf die Mitteilung unserer Versuche kommen, 
seien einige Worte iiber die Zusammensetzung dieser beiden 
Bitterwiisser gesagt. 

Friedrichshaller Bitterwasser enthalt im wesentlichen 
schwefelsaures Natron, schwefelsaures Magnesium, Chlornatrium 
und Chlormagnesium und zwar: 

ca. 0,6 °/o Natr. sulf. 
0,6 . Magn. sulf. 
0,5 , Chlormagnesium 
0,7 .. Chlornatrium. 


1) Die Versuche am Magenblindsack wurden teils von Herrn Dr. 
Schirokauer, teils von Herrn Professor Dr. Bickel angestellt. 
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Hunyadi-Janos besteht vor allem aus: 

ca. 1,9 °/) Natr. sulf. 
1,8 , Magn. sulf. 
0,1 ., Chlornatrium. 

Beide Wiisser besitzen etwas freie Kohlensiiure. 

Uber die reinen Salzwirkungen auf Magen- und Pankreassaft- 
bildung ist soviel bekannt, da8 Glauber- und Bittersalz die Sekre- 
tion hemmen, wihrend das Kochsalz einen die Sekretion befér- 
dernden Einflu8 ausiibt. Der sekretorische Einflu8 des Chlormagne- 
siums ist noch nicht untersucht. Vergleichen wir das Verhiltnis 
der sekretionsbeférdernden Salze zu den die Sekretion hemmenden 
in beiden Wassern, so ergibt sich ungefahr folgendes: 
Friedrichshaller Bitterwasser: 1,1 °/» : 0,7 °/o | hemmende Salze : 
Hunyadi-Janos: 3,7, :O,1 . | forderndenSalzen. 

Man sieht schon bei dieser ganz oberflichlichen Schitzung, 
daB beide Bitterwiisser voraussichtlich nicht den gleichen Einfluf 
auf die Saftbildung in den beiden wichtigsten Verdauungsorganen, 
dem Magen und der Pankreasdriise, haben. Beim Friedrichshaller 
Mineralwasser halten sich die die Sekretion begiinstigenden Be 
standteile mit denjenigen, die die Sekretion lihmen, fast die 
Wagschale, wiihrend bei Saxlehners Wasser die letzteren be- 
deutend die erstgenannten iibertreffen. 


I. Versuche mit Friedrichshaller Bitterwasser 
an Magenblindsackhunden. 


1. Versuch. Der niichterne Hund (H.) erhailt um 12 Uhr 
200 cem Leitungswasser und eine halbe Stunde spiter 200 ccm 
Milch mit der Schlundsonde in den grofen Magen eingegossen. 
Nachdem die Sekretion am kleinen Magen abgelaufen ist, erhilt 
das Tier 200 ccm Friedrichshaller Bitterwasser und eine halbe 
Stunde spiiter abermals 200 cem Milch durch die Schlundsonde. 
Die danach am kleinen Magen sich einstellende Sekretion wird 
beobachtet. 


Zeit: 12° - Uhr 200 com Leitungswasser. 
1212 03 , SaftG.A. — 
12°° . 200 , Milch 
12° 1% | 96 . Saft . 80| Gesamte Saft 
yr 1. 21 , , 80] menge: 6,8 cem. 
~—o . ee. -« , 120 
oF . OS . » = 














2 so 3 00 
3 00 


3 00_ 3 80 





3 30__ 400 

4 00_ 4 80 
30 5 00 

4°%— § 


Versuch 2. 
such No. 1. 
Zeit: 11°° 

11 30_ 19290 

12° 

12° —_12% 

1230 100 


1 00_ 1 30 


1 30 9 00 

3 00 
3 00 : 3 80 

3 30 
3 50__ 4 00 
4 00__ 4 30 
4 30_ 5 00 
5 00 5 80 


Versuch 38. 
such No. 1. 
Zeit: 12° 

12 30 1° 


1 9 
1 00 1 80 
1 30_ 2 00 
g00__ 980 
9 30_ 3 00 

3 00 
300__ 3 80 

3 30 
3 80__ 400 
49 __ 4 30 
4 80_ 5 00 
5 00__ 5 80 





1,0 Saft G.A. 130 
200 Milch 

2.5 Saft 120 
2.0 120 
1,0 120 
O,8 120 


Hund (M.). 
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Zeit: 2°° Uhr 200 cem Friedrichshaller Bitterwasser. 


Gesamte Saft 


menge: 7,3 ccm. 





Versuchsanordnung wie bei Ver 


Uhr 200 cem Leitungswasser. 


1,2 
200 
1,9 


3,0 


OC 


») 

=9 
9. 
ay 


200 


to 


2,3 
200 


1,2 


Hund (M. 


Saft G.A. 


Milch 


Saft 


Friedrichshalle 
Saft G.A. 


Milch 


Saft 


60 


s0 
140 
140 
140 


140 


160 
160 
160 
140 


Gesamte Saft 


menge: 14,1 cem. 


r Bitterwasser. 


Gesamte Saft- 


menge: 17,5 cem. 





Versuchsanordnung wie bei Ver- 


Uhr 200 cem Leitungswasser. 


1,2 

200 
2,0 
Of 


2,0 
1,0 
1,0 
200 
0,5 
200 
5,0 


 ~ 
ow 


2.0 


1,0 


Saft G.A. 
Milch 
Saft 


80 


SO 
120 
140 
120 


Gesamte Saft- 


menge: 7,7 cem. 


Friedrichshaller Bitterwasser. 


Saft G.A. 
Milch 
Saft 


8 
140 
140 
140 


Gesamte Saft 


menge: 12,0 cem. 








‘peels comes 
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Diesen Versuchen kénnten wir noch weitere mit analogen 
Resultaten hinzufiigen. Die mitgeteilten geniigen indessen, um zu 
zeigen, daf das Friedrichshaller Bitterwasser bei nachtraglicher 
Gabe einer Nahrung auf die Magenschleimhaut einen die Sekre- 
tion hemmenden Einflu8 nicht ausiibt. Folgender Versuch, der 
einen Vergleich zwischen der sekretorischen Wirkung dieses Mine- 
ralwassers und derjenigen des Leitungswassers gestattet, la8t uns 
vielleicht einen geringfiigigen hemmenden Einflu8 des Friedrichs- 
haller Bitterwassers erkennen, aber dieser Einflu8, den das Mine- 
ralwasser an sich vielleicht besitzt, ist jedenfalls nicht stark ge- 
nug, um den Sekretionsreiz einer spiter dargereichten Nahrung 
zu paralysieren. 


Versuch 4. Hund (X). 


Zeit: 11*° Uhr 200 cem Leitungswasser. 

11°—12" . 42 . Saft G.A. 120 

12°12 42 , ? , 220 Gesamte Saft- 

12 $0__. 1 00 ” 2,6 ” a ” 120 | menge: 12,6 cem. 
a7 17" . #16, >» . 

1°° | 200 . Friedrichshaller Bitterwasser. 

1° 2 3,0 . SaftG.A. 80 
ge. 9 84, =, . 70 Gesamte Saft- 
9 30__ 3 00 - 2,2 - = is 60 | menge: 10,8 ecem. 
ge. 3? 33 5 


Il. Versuche mit Hunyadi-Janos an Magenblindsackhunden. 


Versuch 5. Hund (L). Versuchsanordnung wie bei Ver- 
such No. 1. 
Zeit: 11°° Uhr 150 cem Leitungswasser. 
11°—12" , 0,8 , SaftGA. — 
12” . 100 , Milch 





12°12" . 1,0 ., Saft . 65 

oa. 7" . os. wll Oe ' 
1° «... == Saft 
1% 29% 996 | . 6H | Menge: 12,5 ccm. 
ge 3? . 23 ., , 65 

3". 8° . 18 , . ~ we 

se. 3 10 , ‘i , -— 


a 
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Zeit: 3°° Uhr 150 ccm Hunyadi-Janos. 
3%— 4@ | 1,6 , SaftG.A. 70 
4” ~ 100. Milch 
4e— 4" . 11) , OR. B® 
30 5 00 "7 
se 5m | og | | | gol Gesamte Sat 
5 6” 09 , ; 59 | ~ Menge: 6,6 cem. 
6%— 6” | 0,5 ,, : 60 
6% 7  O5 , . | 60 
i= 7" . @O , rn ” — 


Versuch 6. Hund (Z). Versuchsanordnung wie bei Ver- 
such No. 1. 
Zeit: 11° Uhr 200 cem Leitungswasser. 
11°—11* , 1,8 . SaftG.A. 
11% . 250 . Mileh 
11°—12 . 5,0 , Saft . _ 
19" 4g, , l,l I 
129 1 3, . . _ __ | menge: 17,5 ccm. 
[me EM . OR ts oe 
1% 20 , O06 .  , _ oo 
2° . 200. Hunyadi-Janos. 
20> 2% . 1,6 ., SaftG.A. — 
28°, 250 . Milch 
2o> 3 _ 03 , Saft . — 
se S$* . i . R , — Gesamte Saft- 


Gesamte Saft- 


gs 4° 21, ; - —{ menge: 7,8 ccm. 
49__ 430 . 3,J - > . sini 
430_ - 500 i z. 1 


h% 6 |. OD 





Der hemmende Einflus én — adi-Janos ergibt sich auch, 
wenn man ohne Darreichung von Nahrung das Bitterwasser in 
seinem sekretorischen Effekt mit Leitungswasser vergleicht. 


Versuch 7. Hund (L). 


Zeit: 11” Uhr 150 cem Hunyadi-Janos. 
11°11" , 1,6 . SaftG.A. 80 | 
113" ,. O82 . >» . 55 
: G > Saft- 
1212" . 16 , “ eo 


12° 1 99 | 110 menge: 7,4 cem. 
1%™— 18" | 1,2 . 100 


eae aoe — 
RAR ISA RS COMBS 


i 
i 
: 


Se 








Zeit: 

1 5 

» 00_ 
9 30 
9 00 
o 
930 
»” 

4 iM 


Nr. 1. 
Zeit: 





BU 
g%_ 


10° 


10% 
11 °— 


112° 
12 0° 


1 9) 30. 


1 00_ 


1 30_ 
9 00__ 
9 80__ 
3 00_ 


3 80 


4 00__* 


480_ 


9*° Uhr 200 com Hunyadi-Janos. 


10% 
10% 
10% 
11° 
11% 
12” 
12% 


] 00 


1,8 
2,6 
2,4 
1,7 
1,3 
0,9 


Hund (M.). 


0,0 
200 
0,0 
0,6 
2.7 
2,0 
0,7 


0,5 
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Saft G.A. 90 
90 
85 
85 
75 


70 


Saft.G.A. — 
Milch. 
Saft. G.A. _ 


120 
120 


Thr 150 cem Leitungswasser. 


Gesamte Saft- 


menge: 10,7 cem. 





Ill. Vergleichende Versuche tiber den Einfluf von Friedrichshaller 
Bitterwasser und Hunyadi-Janos auf die Magensaftsekretion. 
Um an ein und demselben Tiere Vergleichswerte tiber den 
EinfluB der beiden Mineralwiisser auf die Magensaftsekretion zu 
gewinnen, haben wir weiterhin noch folgende Versuche angestellt. 


Versuch 8. Versuchsanordnung wie Versuch 


Gesamte Saft- 


menge 6,5 cem. 





1 °° Uhr 200 cem Friedrichshaller Bitterwasser. 


1 80 
1 80 
2 00 
9 30 
3 00 
” 
400 


4 80 
5 00 


1,0 


Saft. G.A. — 


200 ecm Milch. 


2,5 
3,3 
2,6 
1,8 
0,9 
1,5 


0,6 


Saft. G.A. 120 
, 100 

» 120 

120 

100 

120 


Gesamte Saft- 


menge 14,2 ccm. 





Bei diesem Versuche war yon allen, die ich in solcher Art an- 
stellte, die Differenz zwischen den nach den beiden Mineralwissern 


abgeschiedenen Magensaftmengen am gréBten. 


Aber auch in den 


‘Fiillen, in denen der Unterschied nicht so eklatant, wie hier, war, 


Ee 
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kam es zum Ausdruck, da8S das Hunyadi-Janos eine viel deut- 
lichere Tendenz hat, die Magensaftbildung herabzusetzen, als das 
Friedrichshaller Bitterwasser. 


Wir fiithren noch folgenden Versuch an. 


Versuch 9. Hund (H.). Versuchsanordnung wie bei Ver 
such Nr. 1. 


Zeit: 11 °° Uhr 200 cem Hunyadi-Janos. 
11°°—12 ,, 0,5 . Saft.G.A 


12” ., 200 ,, Milch. 
12195 . 1,3 ,, saft. G.A. 100 


123° ee ee .» wae Gesamte Saft- 
1° a: | ee » 120 menge 9,5 eem. 
et ee » 120 
gr 37. IDa w » 120 


q*%— 39° . OS uw < ™ 
3 °° Uhr 200 em Friedrichshaller Bitterwasser. 

go. 38 . O38 ,, Saft.G.A. = 
38° |, 200 ,, Milch. 

339. 49 5.4 ,, Saft. G.A. 140 


4 00__ 430 4,6 i. . . 140 Gesamte Saft- 





gh. 4" -. AS 140 menge: 14,6 cem. 
5 00 5 30 - ‘7 = = ss 140 
~~ oe .. Wu sw » 120 


Die nachstehenden Kurven bringen die Resultate der vorste 
henden Untersuchungen graphisch zur Darstellung. 
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IV. Versuche iiber den Einflu§ der beiden Bitterwiisser auf die 
Pankreassaftsekretion an einem Hunde mit permanenter Fistel des 
Pankreasausfiihrungsganges. 

Die Versuchsanordnung war analog derjenigen, die wir bei 
den Versuchen an den Magenblindsackhunden beobachtet hatten. 
Das niichterne Tier erhielt 200 com Leitungswasser, dann wurde 
der Pankreassaft in Zehnminutenportionen wahrend einer Stunde 
aufgefangen, darauf bekam der Hund 200 cem Milch und wieder 
wurde der Pankreassaft in Zehnminutenportionen eine Stunde lang 
gesammelt. Im Anschlu8 daran erhielt das Tier in den niimlichen 
Abstanden das zu untersuchende Bitterwasser und Milch in den 
selben Quantitiiten. 

Wir teilen folgende Versuche mit. 





Versuche mit Friedrichshaller Bitterquelle. 











i1. VI | 1: Stunde II. Stunde III. Stunde IV. Stunde! 
ee : | 200,0 ; 
200,0 200,0 IFrie drichs-| 2000 
Minuten Wasser | Milch haller | Milch 
| Quelle | 
i-10 | 22 | 4,7 08 | (16 (|) 
10—20 11 | 15 | at tl lug | —s 
20—80 07 | 1,4 0,7 0,9 Pankreassaftes 
30—40 0,5 1,0 0,3 0,8 in je 10’ 
40—50 06 | 13 | #O6 |; 10 | 
50—60 5 | 11 | O2 | OB | 
56 | 30 | 41 | 59 | Gesamtmenge in 
' einer Stunde. 
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12, vy, | 1: Stunde II. Stunde IIL. Stunde IV.Stunde 
elites iar ' 200,0 
200.0 200,0 Friedrichs- 2200 
. Wasser Mileh haller Milch 
Minuten 
| Quelle 
1—10 80 £7 1,8 0,8 
10—20 14 1,0 1,7 0,2 — 
20—30 0,7 0,8 OS 1,1 a i 
30— 40 1,0 0,8 1,8 0,9 in je 10’ 
40—50 0,8 0,4 15 0,6 
50—60 14 0,4 1,0 0,6 
8,3 5,1 8,6 4,2 Gesamtmenge in 
einer Stunde. 





Versuche mit Friedrichshaller Bitterquelle. 
5. i FE 
| BRR E Me ME 
_- - —\2 '00, al CMSUNTSW SSCL wpa nach 7 Sta 
} | 200, 0M Ich 


| | 
1200, of riedrichshatler Quelle u. rach 734i 
— f ; f : A 





+ 7 5 , 70 7 I, 
VUinuten Fortionre 
6 me. Fi. 
: [ 8 
| \| } } / S 
a \! — 200, of ertung. wasser Und 2aChK\ I Std 
2,5) f | [200,0 Milch 
\ | | | 
20 | | | ot £00, 0 Fried, ichshaller Quel “70 a \7 t7. 





200,0M ich 





_ | . 
& g 70 7 I? 


. 6 7 
10 Minuten Portioren 


0-3 ccm Saftes 
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Versuche mit Hunyadi-Janos. 





6. VI. | I. Stunde II. Stunde IIT. Stunde LV.Stunde 











1906 200,0 200,0 200,0 200,0 
m Leitungs- yy), | Hunyadi- yin, 
Minuten | wasser Janos 
1—10 2,0 23 12 1,7 
10 —20 35 2,3 1,1 1,2 
20—30 3,6 2,3 0,9 3,0 Menge des Saftes 
30—40 6,3 4,1 1,0 1! in je 10’. 
40—50 3,4 2,3 1b 1,4 
50—60 15 1,6 2,1 0,5 
20,3 14,9 7,8 9,1 | Gesamtmenge in 
j jeder Stunde. 
I. Stunde II. Stunde ITI. Stunde IV.Stunde 


.. 7h 
200,0 200,0 200,0 200,0 
Leitungs- : Hunyadi- . 

Milch . Milch 
Minuten | wasser Janos 


1—10 24 17 | o9 | 18 








10—20 4,0 14 1,0 1,1 | 
20—30 20 | 1,7 0,9 0,9 10 Minuten- 
30—40 1,2 2,4 1,3 1,2 Portionen. 
40—50 0,7 1,5 1,8 1,5 | 
50—60 0,1 1,0 2,0 1,0 
10,4 9,7 7,9 7,5 | Gesamtmenge in 
{ jeder Stunde. 


Auch diese Versuche lehren, daB das Friedrichshaller Bitter- 
wasser die Pankreassaftsekretion weniger hemmt als Hunyadi- 
Janos. 

Aus allem ergibt sich, daB sich die Vermutung, die wir ein- 
gangs auf Grund unserer Berechnung aus den Analysen der beiden 
Bitterwiisser ausgesprochen haben, durchaus als zutreffend er- 
wiesen hat. 

Es ist einleuchtend, daf die Ergebnisse dieser Versuche wohl 
geeignet sind, die Indikationen fiir die Medikation der beiden von uns 


untersuchten Bitterwiisser priiziser stellen zu lassen, als es bisher 
indédglich war. Beiden Bitterwiissern gemeinsam ist die abfiihrende 
Wirkung, kleine Gaben machen die Darmentleerungen breiig, groBe 
rufen Diarrhéen hervor. Hunyadi-Janos tibt gleichzeitig einen 
liahmenden Einflu8 auf die wichtigsten Verdauungsdriisen: die 
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Versuche mit Hunyadi-Janos. 
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70 Minuten Fortioner 


0-+¥ccm Safres 
Magenschleimhaut und das Pankreas; das Friedrichshaller Bitter- 
wasser liBt diese Wirkung mehr weniger vollstindig vermissen. 
Man wird so das Friedrichshaller Bitterwasser als das mildere der 


beiden bezeichnen miissen. 
28" 
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Es kommt darauf an, was man durch die Gabe eines Bitter- 
wassers erreichen will; danach richtet sich die Wahl. Wenn man 
heute vielleicht mehr als friiher alle stark differenten Medikationen 
hei der Behandlung der Magen-Darmkrankheiten méglichst zu ver- 
meiden sucht, so wird man aus dem Grunde kiinftig vielleicht 
hiufiger das Friedrichshaller Wasser verordnen, wo man bislang 
das Saxlehner Bitterwasser gab. Beabsichtigt man jedoch eine 
Herabsetzung in der Tiitigkeit der Verdauungsdriisen neben den 
anderen Wirkungen zu erzielen, so ist das letztere Mineralwasser 
angezeigt. 

Im Hinblick auf die Arbeiten von Mosler’), v. Mering*) 
und besonders von Vahlen®) iiber den Einflu®B des Friedrichs- 
haller Bitterwassers auf den Stoffwechsel, bez. auf die Ausnutzung 
der Nahrung im Verdauungskanal scheinen mir vergleichende 
Untersuchungen wiinschenswert, die dartun sollen, ob sich auch 
in dieser Hinsicht ein Unterschied zwischen den beiden von uns 
untersuchten Mineralwiissern auffinden laBt. 


') Mosler, Uber die Wirkung des Friedrichshaller Bitterwassers. 
1860. Referat. 

*) v. Mering, Berl. klin. Wochenschr. 1880. 

*) Vahlen, Therapeutische Monatshefte 1898. Weitere Literatur 
siehe: A. Bickel, Experimentelle Untersuchungen iiber den Einflu8 der 
Mineralwiisser auf die sekretorische Magenfunktion. Berl. klin. Wochen- 
schrift 1906. — A. Bickel, Experimentelle und klinische Untersuchungen 
zur normalen und pathologischen Physiologie der Saftbildung im Magen 
und zur Therapie seiner Sekretionsstérungen. Arbeiten aus dem path. 
Institut zu Berlin 1906. — K. Sasaki, Kasuistischer Beitrag zur ver- 
gleichenden Untersuchung des Einflusses verschiedener Mineralwiasser auf 
die Magensaftsekretion. Arch. fiir Verdauungskrankheiten 12, H. 3. — 
F. Heinsheimer, Das Experiment in der Balneotherapie. Berl. klin. 
Wochenschr. 1906. 

















Die Formulierung der Priazipitinreaktion nach 
Hamburger und Arrhenius. 


Von 
Paul Fleischmann und Leonor Michaelis. 


(Aus der ersten medizinischen Klinik der Charité.) 


(Eingegangen am 26. Januar 1907.) 


Bekanntlich hat Arrhenius im Verein mit mehreren Mit- 
arbeitern, an erster Stelle Torvald Madsen, versucht, unter Zu- 
grundelegung des Guldberg-Waageschen Massenwirkungsge- 
setzes die quantitativen Verhiltnisse der Immunkérperreaktionen 
einer rechnerischen Analyse zu unterziehen. Beschiaftigen wir uns 
heute einmal mit seinen Ausfiihrungen iiber die Agglutination 
und zweitens iiber die Priizipitation. Da namlich diese beiden 
Erscheinungen ihrem Wesen nach so gut wie identisch sind, so 
wiire zu erwarten, daf fiir beide dieselben Bindungsgesetze gelten. 
Das ist aber nach Arrhenius nicht der Fall. 

1. Aus friiheren Untersuchungen, insbesondere von Eisenberg 
und Volk, war hervorgegangen, da eine gegebene Menge agglu- 
tinabler Bakterien aus einer Agglutininlésung nicht das gesamte 
Agglutinin an sich reiBt, sondern einen Teil in Lésung laBt; dal 
sich also ein Gleichgewichtszustand zwischen freiem wud gebunde- 
nem Agglutinin herstellt. Damit in Zusammenhang steht die 
Tatsache, daB eine gegebene Menge von Bakterienleibern nicht 
nur die zu ihrer Agglutination eben erforderliche Menge Agglu- 
tinin zu binden imstande ist, sondern je nach den Umstanden, 
auBerordentlich hohe Multipla dieser einfach agglutinierenden 
Dosis“. 

Soweit standen die Dinge vor dem Eingreifen von Arrhe- 
nius in die ,Immunochemie“. Was Arrhenius hinzugegeben 
hat, laBt sich so ausdriicken: die dritte Potenz der gebun- 
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denen Agglutininmenge steht mit dem Quadrat der 
freien Agglutininmengein einem konstanten Verhiltnis. 

2. Fir die Priazipitine waren vor Arrhenius folgende 
Regeln durch die Arbeiten verschiedener Autoren sicher gestellt: 

a) Bei gegebener Menge priizipitabler Substanz wiichst die 
Menge des Priizipitats mit steigendem Priizipitingehalt. 

b) Bei gegebener Menge Priizipitin wichst die Menge des Pra- 
zipitats mit steigender Menge priizipitabler Substanz zuniichst, dann 
fallt sie wieder, und von einem gewissen Uberschu8 an prazipi- 
tabler Substanz an ist das Prizipitat gleich Null. 

c) Bei konstanter Menge von Prizipitin und priazipitabler Sub- 
stanz nimmt die Menge des Priizipitats um so mehr ab, in einem 
je gréBeren Flissigkeitsvolumen jene miteinander reagieren. 

J. Hamburger und Arrhenius haben auch diese Gesetze 
quantitativ zu formulieren gesucht, indem sie sich zur Messung 
des Priizipitats einer von J. Hamburger") angegebenen Methode 
bedienten, welche darauf beruht, da das Prazipitat bis zu kon- 
stantem Volumen in kalibrierten Kapillaren zusammenzentrifugiert 
wird. 

Hamburger und Arrhenius legen nun ihrem mathe 
matischen Ansatz folgende Annahmen zugrunde: 

a) Ein Aquivalent des Prizipitats besteht aus 1 Aquivalent 
Prizipitin + 1 Aquivalent priizipitabler Substanz. 

b) Was hier zuniichst nicht in Betracht kommt, die lésliche 
Verbindung von Prizipitin mit priizipitabler Substanz (vgl. 2b) be- 
steht aus 1 Aquivalent Priizipitin + 2 Aquivalenten priizipitabler 
Substanz. 

Sie nehmen also an, daB® die Verbindung (Prizipitin + prii- 
zipitable Substanz) eine konstante Znsammensetzung hat, so dab 
man sagen kann, eine gewisse Menge der einen Substanz sei ,,fiqui- 
valent“ einer gegcbenen Menge der anderen. 

Diese Annahme ist nun fiir Hamburger und Arrhenius 
so selbstverstiindlich, daB sie gar nicht naher darauf eingehen; 
deshalb glauben sie sich auch ohne weiteres berechtigt, unter P 
in ibrer Formel einmal die in einer gegebenen Priizipitat- 
menge enthaltene Menge prizipitabler Substanz, und ein 
zweites Mal die in der gleichen Niederschlagsmenge enthaltene, 


jener aquivalente Menge Priazipitin zu bezeichnen. 


') Fol. haematol. 1905, 534. 
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Die Annahme, da’ in dem Niederschlag Priizipitin und prii- 
zipitable Substanz stets in dem gleichen Mengenverhiiltnis stehen, 
ebenso wie in der Verbindung CaCO; die Menge des Ca zu der des 
CO; stets in dem gleichen Mengenverhiiltnis steht, wird also von 
Hamburger und Arrhenius nicht direkt bewiesen, sondern nur 
indirekt, dadurch, da® die auf Grund dieser Annahme berechneten 
Werte mit den gefundenen gut iibereinstimmen. Und man mub 
in der Tat zugeben, daf dies in so hohem Mabe der Fall ist, daB 
man es in Anbetracht der schwierigen Methodik gar nicht genauer 
verlangen kann. 

Aber ein richtiges Resultat kann sich auch aus unzutreffenden 
Voraussetzungen ergeben. Es lat sich niimlich direkt beweisen, 
da® in verschiedenen Priizipitaten das Mengenverhiiltnis von Priizi- 
pitin zur priizipitablen Substanz durchaus nicht stets das gleiche ist. 

Das ist nicht neu. Schon v. Dungern') hat einmal nach- 
gewiesen, da8 ein Priizipitat noch grofe Menge Priizipitin binden 
kann; wenn niimlich ein Prizipitat mit einem Minimum von Pri- 
zipitin erzeugt worden ist, so absorbiert das Prizipitat noch reich- 
lich neu zugesetztes Priizipitin; entspricht diese Tatsache doch ganz 
der fiir Agglutinine (und Ambozeptoren) lingst bekannten, daB 
nimlich eine gegebene Menge Blutkérperchen bezw. Bakterien 
nicht nur die zur Agglutination (bezw. Lésung) gerade ausreichende 
Menge, sondern unter Umstiinden hohe Multipla derselben binden 
kann. Und bei der nahen Verwandtschaft, ja man kann sagen, 
prinzipiellen Identitaét der Agglutinine und Priizipitine ist anzu- 
nehmen, da fiir beide dieselben Bindungsgesetze gelten werden. 
Fiir die Priazipitine wiirde dieses Gesetz also lauten: Die in einer 
bestimmten Prizipitatmenge enthaltene Menge priizi- 
pitabler Substanz kann nicht nur diezu ihrerAusfillung 
eben notwendige Menge Prizipitin binden, sondern je 
nach Umstiinden verschiedene Multipla derselben. 

Dieses bewiesen wir experimentell auf folgendem Wege: 

Als Priizipitin diente das Serum eines lange Zeit mit Rinder- 
serum vorbehandelten Kaninchens, als priizipitable Substanz 
Rinderserum. Es wurden nun 5 ccm Prizipitin mit 3 cem (also 
ziemlich viel!) unverdiinnter priizipitabler Substanz versetzt. Der 
entstandene Niederschlag wurde nach 5 Stunden scharf abzentri- 
fugiert und dann noch fiinf Mal mit 0,85 °/yiger CINa-Lésung in der 


*) Centralbl. f. Bakt. 34, 4. 1903. 
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Zentrifuge gewaschen, zum SchluB in 2 com ClNa-Lésung aufge- 
schwemmt. (Dieses Auswaschen vermindert die Menge des Nieder- 
schlags um eine Spur, weil der Niederschlag nicht véllig unléslich ist, 
der Niederschlag kann aber, wofern die Ham burger-Arrhenius- 
sche Annahme auch nur anniihernd zutrifft, sich in seiner Zusam- 
mensetzung nicht aindern, ebenso wenig, wie CaCO; durch Waschen 
mit Wasser in seiner Zusammensetzung nicht geiindert wird). Diese 
Aufschwemmung des Niederschlags wurde nun nochmals mit Prii- 
zipitin versetzt. Schon ohne weitere Messung sah man, da die 
Menge des Niederschlags sich erheblich vermehrte, da also von 
dem neuzugesetzten Priizipitin eine merkliche Menge an den Nieder- 
schlag gebunden sein muBte. Um dies exakt nachzuweisen, wurde 
der Niederschlag nach 5 Stunden abzentrifugiert und der Priizipi- 
tingehalt der iiberstehenden Fliissigkeit gepriift im Vergleich zu 
dem Prizipitingehalt eines Priizipitinserums, welches genau in die 
gleiche Verdiinnung gebracht wurde wie jenes, nur da es nicht mit 
einem Priizipitat vorher in Berihrung gebracht wurde. Das Kontroll- 
prazipitin, in einer Menge von 0,3 cem mit wechselnden Mengen 
prazipitabler Substanz in Beriihrung gebracht, gab folgende Werte: 


Priizipitin 
enaunach O38 O82. 0,3 |) 0,3 0,3 0,3 0,3 
erechnung 
verdiinnt 


priiz. Subst. (*)0,3,()0,3 (1)0,3 1 0,3 (,1,)0,3 1 0,3 ( 1 )0,3 


in Verdiinn. 10) = 500 1000, 
Prizipitat: + «oo ++ (+++ 4444+ 444+ > ++ 5 + 
Ein genau gleicher Versuch, nur da statt des unverinderten 


Priizipitins das mit dem Niederschlag in Beriihrung gewesene 
Priizipitat verwendet wurde, ergab: 
Priizipitat:| 0 0 0 0 0 0 

Es ist also von dem Niederschlag soviel Prazipitin 
gebunden worden, daB die zuriickgebliebene Menge Pra- 
zipitin iberhaupt unter die Schwelle der Nachweisbar- 
keit fallt. 

Da nun das Priizipitat vor und nach dem Zusatz des zweiten 
Prizipitins die gleiche Menge prizipitabler Substanz in sich 
schloB, so ist damit bewiesen, daB diese Menge sich mit 
wechselnden Mengen Priizipitin zu einem Priazipitat 
vereinigen kann. 

DaB aus dem neu zugesetzten Priizipitin sehr erhebliche Sub- 
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stanzmengen in den Niederschlag einbezogen worden sind, sieht 
man schon daran, daB die Menge des Niederschlags nach dem er- 
neuten Prizipitinzusatz sichtlich erheblich zunimmt. 

Fiir jeden, der, selbst praktisch mit Priizipitinen gearbeitet 
hat, mu die Annahme, es binde sich immer je 1 Aquivalent der 
Komponenten zum Niederschlag, fiuSerst unwahrscheinlich er- 
scheinen. Quantitiiten von priizipitabler Substanz, welche durch 
EiweiBreagentien eigentlich kaum noch nachweisbar sind, erzeugen 
mit reichlichem Prizipitin noch recht massige Niederschliige, so- 
daB es ganz zweifellos ist, daB beim Zusammentreffen von viel 
Priazipitin mit wenig priizipitabler Substanz die Hauptmasse des 
Niederschlags aus dem Prizipitin und nur sehr wenig aus der prii- 
zipitablen Substanz stammt. Diese Tatsache ist den Fachgenossen 
so geliiufig, daf man verschiedenerseits versucht hat, das Wesen 
der Priizipitinreaktion auf Grund derselben umzudeuten; so 
nimmt z. B. Moll") an der Bezeichnung_,,prizipitable Substanz“ 
AnstoB, weil diejenige Substanz, welche die Hauptmasse des 
Niederschlags liefere, gar nicht sie, sondern das ,,Priizipitin“ sci; 
so deuten Friedemann und Friedenthal ®) die Prizipitin-Reak- 
tion derart, daf die prizipitable Substanz iiberhaupt nitht direkt 
an der Niederschlagsbildung beteiligt sei, sondern nur indirekt da- 
durch, daf sie eine Hemmung beseitige, die sonst das Entstehen 
des Niederschlags in dem Prizipitinserum verhindere. Wir 
haben nicht die Absicht, die Richtigkeit solcher Anschauungen 
hier zu vertreten; wir erwiihnen sie nur, um zu zeigen, dal er- 
fahrenen Arbeitern niemals der Gedanke an eine chemische Aqui- 
valenz der Mengen der beiden Komponenten im Prizipitiit kom- 
men kann. In Wahrheit ist es eben weder so, wie z. B. Friede- 
mann und Friedenthal annehmen, daf das Priizipitat der Masse 
nach ganz aus dem Prizipitin stamme, noch so, wie Hamburger 
und Arrhenius annehmen, dafi beide Komponenten in einem 
konstanten Mengenverhiltnis in dem Niederschlag zusammen- 
treten; vielmehr enthalt ein Niederschlag, der aus sehr wenig 
priizipitabler Substanz und sehr viel Priizipitin entsteht, der Haupt- 
menge nach fast nur Priizipitin, dagegen enthilt ein Niederschlag, 
der aus mittleren Mengen beider Komponenten entsteht, auch 
beide Komponenten in mehr oder weniger gleicher Verteilung. 


') Beitr. z. chem. Physiol. u. Patholog. 4, 578. 
®) Ztschr. f. experim. Pathol. u. Ther. 8, 73. 1906. 
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Es geht hier, wie so oft bei der gegenseitigen Ausflockung 
zweier kolloidal geléster Substanzen, der Niederschlag hat eben 
nicht eine fiir alle Bedingungen geltende, konstante Zusammen- 
setzung, und es gibt nicht eine bestimmte Menge Prizipitin, 
welches unter allen Bedingungen einer gegebenen Menge priizipi- 
tabler Substanz ,,aiquivalent“ ist. 

Die Ursache hierfiir ist offenbar die kolloidale Beschaffenheit 
der Lésungen; die Zerteilung der gelésten Substanz geht nicht bis 
in molekulare Dimensionen, sondern ist wenigstens zum Teil gréber 
und je nach den Umstiinden von wechselnder Grobheit oder 
Feinheit. 

Stéchiometrische Messungen fiihren bei wirklich gelésten Kér- 
pern zur Aufstellung der Aquivalentgewichte, weil die Zerteilung 
des gelésten Stoffs stets die gleiche ist, nimlich die molekulare; 
ein Molekiil ist iiquivalent einem anderen; aber bei Kolloiden kann 
héchstens ein Kolloidkorn einem anderen fquivalent sein. Vor 
kurzem haben Michaelis und Pincussohn!) sich bemiiht, eine 
Aquivalenz zwischen dem Mastixkorn und dem Indophenolkorn 
nachzuweisen, indem sie zeigten, dab je ein Mastixkorn mit je 
einem Indophenolkorn zu einer Verbindung zusammentritt. Aber 
diese Aquivalenz bezieht sich nur auf das jeweilig vorhandene 
Korn, welches mit der Molekulargréfe der zerteilten Substanz gar 
nichts zu tun hat, sondern willkiirlich gréBer oder kleiner ge- 
macht werden kann. 

Nun muB allerdings zugegeben werden, daf die bei reinen 
Suspensionskolloiden *) gefundenen Gesetze nicht in genau dersel- 
ben Form bei hydrophilen Kolloiden, wie es die Eiweifkérper und 
die Antikérper sind, gelten kénnen. Diese miissen wohl eine Mittel- 
stellung zwischen echten Lésungen und Suspensionen einnehmen. 
Eine klare Vorstellung iiber die Bindungsgesetze der hydrophilen 
Kolloide la®t sich zurzeit noch nicht geben. Jedenfalls steht das 
eine fest, daf die bei der Bindung zweier hydrophilen Kolloide 
einander bindenden ,, Aquivalente“ keine unabiinderlichen Massen- 
gréBen, wie die Molekiile der wirklich gelésten Kérper, darstellen. 


’) Biochem. Ztschr. 2, 251. 
*) Vergl. Hiber, Die physik. Chem. der Zelle und der Gewebe 
2. Aufl., S. 208. 














Uber Opiamtoxine. 


Von 
Dr. Wolfgang Weichardt und Dr. Hermann Stadlinger, 


Privatdozent a. d. K. Universitit. 1. Assistent der K.Untersuchungsanstalt. 


(Aus dem hygienisch-bakteriolog. Institut und der Untersuchungsanstalt 
der Universitit Erlangen.) 


(Eingegangen am 26. Januar 1907.) 


Wie an anderer Stelle beschrieben, gelang es Weichardt' 
aus den Muskeln hoch ermiideter Tiere nach Entfernung der dialy- 
sablen Bestandteile und fraktionierter Fallung indifferenter Ei- 
weiBe ein echtes Toxin zu isolieren. 

Bekanntlich versteht die Immunitiitsforschung unter echten 
Toxinen Substanzen, die im Organismus spezifische Antikérper- 
bildung anzuregen imstande sind. 

Weichardt zeigte fernerhin®), dali das gut charakterisierte 
Ermiidungstoxin auch durch chemische oder physikalische Er 
schiitterung von Eiweif bei einer Temperatur von nicht iiber 40" 
hergestellt werden kann. Dann wurde von ihm gefunden, daf das 
Ermiidungstoxin in dem Tierreiche, aber auch in der Pflanzenwelt 
verbreitet ist, so als Teilgift bekannter Bakterienendotoxine. 

Das Ermiidungstoxin ist, wie friiher gezeigt werden konnte’®), 
vermoge seines Antigencharakters imstande, in geringer, die Zellen 
nicht schiidigender Menge einverleibt, bei Méiusen nach einer ge- 


*) Weichardt, Serologische Studien aus dem Gebiete der exp. 
Therap. Stuttgart, Ferd. Enke 1906. 

*) Uber Ermiidungstoxin und dessen Hemmungskirper. Med. Klinik 
1906, Nr. 44. 

8) Studien iiber einen neuen Hemmungskirper. Miinchner med. 
Wochenschr. 1906, Nr. 35. 
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wissen Latenzzeit aktive Immunitit hervorzubringen. Diese iiubert 
sich in einer Erhéhung der Endwerte bei Kymographionkurven 
von Gastrocnemiuszuckungen '). 

Folgende Kurven sind nach einer schon friiher beschriebenen 
Technik geschrieben und zeigen erstens die Leistung einer Normal- 
maus und zweitens die einer mit kleinen Dosen Ermiidungstoxin 
aktiv immunisierten. 


I \ 


is, 


= ———— a —— nlaeicaedaapinaptamnatsaciae 


1. Ermiidungskurve einer 15 g schweren Normalmaus. 
2 Ermiidungskurve einer gleich grofen mit geringer Menge Ermiidungstoxins 
aktiv immunisierten Maus, unter gleichen Bedingungen geschrieben. 


Technik: s. serolog. Studien aus dem Gebiete der exp. Therap. Stuttgart Ferd. Enke 
1906. (Lit. 1.) 


Die Kurven sind nicht vollstindig ausgeschrieben, sondern die Spitzen der durch 
kurzdanernde Tetani hervorgerufenen Zuckungshéhen sind durch die Kurvenlinie 
verbunden. 

Reizang der Maus J maximal. Bei Maus 2 war der Rollenabstand gleich dem 
bei Maus 7. 


Das Aufsuchen neuer Fundorte von Eiwei8abspaltungsantigenen 
mit Ermiidungstoxincharakter, insbesondere die Vermutung, ein 
Teil der komplexen Wirkung des Opiums kénnte durch derartige 
Stoffe bedingt sein, fiihrte zu vorliegender Arbeit. 

Bekanntlich sind die im Handel befindlichen Opiumsorten 
durch einen nicht geringen Gehalt an EiweifSstoffen ausgezeichnet ; 
es diirfte deshalb das Vorkommen von echten Toxinen mit Antigen- 


, ) Uber Ermiidungstoxin und dessen Antitoxiv. Miinchner med. 
Wochenschr. 1904, Nr. 48. 
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charakter im Opium an und fiir sich durchaus nicht befremdlich 
scheinen. 

Zu den Grundbedingungen fiir die Herstellung guten Opium- 
reintoxins gehort: 

1. Anwendung quantitativ fallender Alkaloidreagentien. (Ein 
UberschuB derselben muB leicht wieder aus den Opiumaus- 
ziigen entfernbar sein); 

2. Vermeidung von Alkalien, Schwefelwasserstoff und andau- 

ernd stark erhéhten Temperaturen ; 

3. VO6llige Entfernung aller in Lésung befindlichen Salze durch 
rasche Dialyse. 

Diese wenigen Momente diirften einen Fingerzeig dafiir geben, 
daB von den schénen Hilfsmitteln der angewandten Alkaloidchemie 
im allgemeinen hier recht wenig Gebrauch gemacht werden kann. 

Es ist geradezu als ein gliicklicher Umstand zu bezeichnen, 
da dem Ermiidungstoxin ein tiberaus geringer Grad von Dialy- 
sierbarkeit zukommt; denn nur durch die Dialyse wird es még- 
lich, eine Trennung von den anhaftenden Salzen, die oft recht 
unangenehme biologische Nebenwirkungen auslésen, zu bewirken. 
Freilich darf die Menge der zu entfernenden Stoffe nicht so grof 
sein, daB die zur Dialyse nétige Zeit ungewohnlich lang wird, da 
alsdann die Gefahr der bakteriellen Infektion wichst. 

Wir sehen also, da® bei der Verwendung des Alkaloidfallungs- 
mittels nicht nur die Art desselben, sondern auch die Menge eine 
wichtige Rolle spielt. Sparsame Verwendung der Alkaloidreagen- 
tien ist daher eine weitere Bedingung fiir die Herstellung reiner 
Toxinlésungen. 

1. Bei den ersten Versuchen wurde auf die Anwendung der 
Alkaloidfallungsmittel noch verzichtet und die Entfernung der 
weniger hochmolekularen Bestandteile des Opiums der Dialyse 
allein itiberlassen. Indessen zog sich diese derart in die Liinge, dab 
die Methode verlassen wurde, obschon die Anwesenheit des Toxins 
zu erkennen war, denn die mit Antitoxin vorher gefiitterten Miiuse 
zeigten nach Injektion des filtrierten Dialysatorinhaltes keine Er- 
miidung, wiahrend die nicht gefiitterten, sonst ebenso behandelten 
schwer ermiideten, ev. auch starben. 

2. Bei unserer zweiten Versuchsreihe wurden Bleiessig und 
Gerbsaure verwendet. 
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Konzentrierte, kalt bereitete und filtrierte Opiumausziige 
wurden zuniichst tropfenweise unter starkem Schiitteln mit soviel 
verdiinntem Ammoniak (1:10) versetzt, daB die nun stark ge- 
triibte, vorher saure Fliissigkeit neutrale Reaktion zeigte. Nach 
einigem Stehen und anschlieBender Filtration wurde dem Filtrat 
soviel Bleiessig (basisches Bleiacetat) zugefiigt, bis nach weiterem 
Zusatze des Fillungsmittels kein Niederschlag mehr entstand; 
(ann wurde wiederum filtriert. 

Es war nun unsere niichste Aufgabe, aus dem Filtrate den 
Uberschu8 von Blei zu entfernen. Die naheliegende Anwendung 
des Schwefelwasserstoffes muBte, wie schon erwiihnt, unterbleiben, 
dla nach unseren Beobachtungen HzS geeignet ist, aus Eiweib- 
lisungen toxische Stoffe abzuspalten. Obschon mit dem Zusatz 
von sekundiirem Natriumphosphat (konz. Lésung) eine Vermeh 
rung der spiiter zu dialysierenden Salze eintritt, so mubten wir 
doch zu diesem Bleifillungsmittel greifen. Das entbleite Filtrat 
wurde nun mit Gerbsiiure im Uberschu®8 weiter behandelt (Lé- 
sung von 40 g Gerbsiiure und 100g Wasser), alsdann einige Zeit 
der Ruhe iiberlassen. Nach erfolgter Filtration war aus dem Fil- 
trate der UberschuB an Gerbsiiure zu entfernen, wozu sich das 
schon vorher beniitzte basische Bleiacetat am geeignetsten erwies. 
DaB der zuletzt entstandene BleiiiberschuB wiederum durch Na 
triumphosphat beseitigt werden muBte, ergibt sich von selbst. So 
entstanden schlieBlich wasserhelle und alkalisch reagierende Fil- 
trate, die neben dem EiweiSabspaltungsantigen reichliche Mengen 
von Natriumacetat und Natriumphosphat enthielten. Dieselben 
wurden entweder unmittelbar dialysiert oder einer Konzentration 
im Vakuum bei 30° C. unterworfen. Sehr zweckmafig erwies 
sich fiir den letztgenannten Fall ein vorheriger Salzsiurezusatz bis 
zur schwach sauren Reaktion, da sich unsere Antigene in saurer 
Léisung erhéhten Temperaturen gegeniiber ziemlich resistent er- 
wiesen. Sobald der Inhalt des Vakuum die Konsistenz eines 
dicken Sirups angenommen hatte, wurde ihm tropfenweise unter 
Umriihren ‘konzentrierte Natronlauge zugesetzt, jedoch nur soviel, 
daB eben noch saure Reaktion erhalten blieb. Nach kurzer Zeit 
erstarrte das Ganze in der Kiilte zu einem aus Salzkristallen und 


Mutterlauge bestehenden Brei, den wir auf eine Goochtilterplatte 
brachten. Mit der Saugpumpe wurde dann eine das Opiumantigen 
enthaltende Mutterlauge abgenutscht, die in einen dichten Dialy- 
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sator mit groBer Oberfliche gebracht wurde. Nach 24 stiindiger 
Dialyse gegen flieBendes kaltes Wasser wurde der Dialysatorinhalt 
mit einer geringen, gemessenen Menge 


ne +s . 
\) Salzsiiure versetzt, bei 


niederer Temperatur im Vakuum eingedunstet und zum Riickstand 
die aiquivalente Menge Natronlauge gefiigt. Das hierbei gebildete 
NaCl war fiir Injektionsversuche belanglos, da die Konzentration 
weit unter derjenigen einer physiologischen NaCl-Lésung lag. 

Die biologischen Versuche mit dieser Toxinlésung ergaben 
vorziigliche Resultate, sobald es gelang, salzfreie Priiparate herzu- 
stellen. Da diese indessen nur auf sehr umstindliche Weise zu 
erzielen waren, auberdem die Gerbsiiure gerade bei morphinhal- 
tigen Lésungen nicht zu den idealen Alkaloidreagentien zahlt, 
suchten wir nach einfacheren Methoden. 

3. In einer dritten Versuchsreihe wurde die Frage geprift, 
ob es méglich sei, bei Herstellung der Toxinlésungen das als Al- 
kaloidfaliungsmittel hoch geschitzte Jodjodkalium zu verwenden. 
Die umfangreichen Arbeiten unserer Alkaloidchemiker, namentlich 
Kippenbergers') zeigten, daB wir Jodjodkalium zu denjenigen 
Alkaloidreagentien ziihlen diirfen, welche die vollstiindigste Entfer- 
nung der Alkaloide gewihrleisten. So liegen Versuche vor, dab 
z. B. Kodein, Papaverin und Thebain, jene im Opium in relativ ge 
ringer Menge vorhandenen Alkaloide durch Jodjodkalium noch in 
Verdiinnungen von 1 : 40000 bis 50000 erkannt werden, wiihrend 
mit Hilfe von Gerbsiiure das Kodein nur mehr in Verditinnungen 
von 1; 1000, Papaverin in solechen von 1 : 5000 und Thebain von 
1: 10000 nachgewiesen werden kann. Doch schien es fraglich, 
ob freies Jod nicht irgend welchen nachteiligen Einflufs auf die 
Opiumantigene ausiiben wiirde. Dieses Bedenken war, wie sich 
spiter herausstellte, unbegriindet. Wir schlugen folgenden Ar- 
beitsgang ein: 

10 g des méglichst frischen Opiums*) werden bei Zimmer- 
temperatur mit 40 bis 50 ccm Wasser digeriert. Zum filtrierten, 


) Kippenberger, Nachweis von Giftstoffen. Berlin, Julius 
Springer 1897. 

®) Sehr gut eignet sich das vielfach zum Rauchen verwendete, eine 
schmierige Masse <arstellende ,,soft sleeping“-Opium, von dem wir eine 
griéBere Menge der Liebenswiirdigkeit der Firma Gehe & Cie. in Dresden 
verdanken. 
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durch Nachspiilen des Filters mit Wasser wenig vermehrten Aus- 
zug setzt man unter bestiindigem Umriihren tropfenweise einen 
Uberschu8 einer Lésung aus 10 g Jod + 20 g¢ KJ + 250 ecm 
H:O. Die Alkaloide werden hierdurch sofort als schokoladebraune, 
jodwasserstoffsaure Alkaloidsuperjodidverbindungen ausgeschie- 
den. Nach einigem Stehenlassen filtriert man durch Asbest vom 
Niederschlag ab und priift das Filtrat nochmals auf seine Indiffe- 
renz gegen weiter zugesetztes Alkaloidreagens. Ist keine Fallung 
mehr eingetreten, so handelt es sich weiter darum, aus dem Fil- 
trate, das Opiumantigen enthiilt, siimtliches freies Jod zu ent- 
fernen. Dies gelingt leicht im Schiitteltrichter durch etwa '/,stiin- 
diges anhaltendes Schiitteln mit metallischem Quecksilber. Es 
resultiert schlieBlich eine durch Opiumfarbstoff gelb gefiirbte, nach 
Filtrieren véllig klare Lésung, die nur mehr an Kalium gebunde- 
nes Jod') sowie Mekonsiiure enthilt und sofort in den Dialysator 
yebracht wird. 





Der Inhalt des Dialysators ist nach beendigter Dialyse, die, 
wie oben beschrieben durchgefiihrt wird, auf véllige Freiheit von 
Kaliumjodid zu priifen, alsdann nach der in Versuchsreihe 2 an 
gegebenen Methode durch Eindampfen im Vakuum zu konzen 
trieren. 

Das so gewonnene Opiumtoxin ist, wenn die -Darstellung 
ohne Stérung vor sich gegangen, vollkommen rein *). 


Tiere, denen per os nicht allzu geringe Mengen des Priipa 
rates beigebracht worden sind, zeigen den andern Orts beschrie- 
benen®) ersten ev. auch den zweiten Grad von Ermiidung. Die 


) Selbstverstiindlich ist in dieser Lisung nach dem Schiitteln mit 
(luecksilber eine der Menge des vorhandenen Jodkaliums iiquivalente Menge 
HgJ, als Quecksilberjodidjodkalium wieder in Lisung gegangen, das jedoch 
durch die nachfolgende Dialyse wieder entfernt wird. 

*) Wenn es uns auch vorerst nicht gelungen ist, das Eiwei8abspal- 
tungsantigen nach einer dieser Methoden als solches in Substanz zu fassen, 
sondern nur hochwirksame Lisungen desselben herzustellen, so liBt sich 
immerhin aus dem Verhalten dieses interessanten Stoffes zu den in An- 
wendung gebrachten Reagentien bas. Bleiazetat, Gerbsiiure, Jodjodkalium, 
insbesondere Quecksilberjodidjodkalium der berechtigte Schlu8 ziehen, dah 
hier ein seinem Ausgangsprodukt, dem EiweiSmolekiil, chemisch schon 
recht ferne stehender Kirper vorliegt. 

5) Serolog. Studien aus dem Gebiete der exp. Therap. Ferdinand 
Enke, Stuttgart 1906. 
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mit dem spezifischen Antitoxin (sowohl mit dem im Tierkérper 
durch Injektion des Ermiidungstoxins erzeugten, als auch mit dem 
in vitro aus Eiweifi abgespaltenen) immunisierten Versuchstiere 
bleiben dagegen vollkommen munter. Ebensowenig werden der- 
art immunisierte Tiere erheblich affiziert, wenn sie mit Lésungen 
des Opiumreintoxins subkutan oder intraperitoneal injiziert 
werden. Die nicht vorbehandelten Versuchstiere dagegen weisen 
nach der Injektion, entsprechend der Quantitiit des injizierten Er 
miidungstoxins, alle Phasen der Ermiidung auf bis zum Sopor 
mit erheblicher Kérpertemperaturerniedrigung und Atemverlang- 
samung. Nach geniigender Latenzzeit tritt endlich unter Aufhéren 
der Atmung der Tod ein. Wird dann schnell der Thorax geéffnet, 
so findet man das Herz noch in Tatigkeit; die Wirkung des Toxins 
erstreckt sich also vor allem auf das Atemzentrum. Krimpfe und 
aihnliche Stérungen diirfen bei diesen Versuchen nicht beobachtet 
werden, sonst liegt Verdacht vor, da® das Priiparat unrein ist. 

Nur das reine Ermiidungstoxin wird durch ganz geringe 
Mengen des vorher gefiitterten spezifischen Antitoxins vollkommen 
abgesiittigt (entgiftet). 

Enthalt das Priiparat noch Alkaloide oder verunreinigende 
Salze, so werden auch die Antitoxinmiiuse affiziert. Allerdings 
sind die Latenzzeiten der Verunreinigungen sehr oft andere als die 
Latenzzeit, nach der unser Ermiidungstoxin in Wirkung tritt. 

Genau so wie aus dem Opium haben wir iibrigens das Ermii- 
dungstoxin auch aus griinen Mohnképfen herstellen kénnen, die 
uns ebenfalls von der Firma Gehe und Co. in liebenswiirdiger 
Weise zur Verfiigung gestellt worden waren. 

Nach dem oben Dargelegten diirfte die Vermutung nicht von 
der Hand zu weisen sein, daf ein Teil der spezifischen Wirkunge1 
des Opiums auf die Anwesenheit der von uns nachgewiesenen Ei 
weiBabspaltungsantigene zuriickzufiihren ist. 

Sollte es gelingen, diese Stoffe in geniigender Konzentration 
und wohlfeil fiir den praktischen Gebrauch herzustellen, so hiitten 
wir in ihnen Mittel von hohem Wert; denn diese Substanzen ver- 
mégen in ihrer Eigenschaft als Antigene die Tiere aktiv zu immu- 
nisieren, und zwar in dem Sinne, daf ihre Leistungsfihigkeit ge 
steigert wird. 

Es ist ferner nicht unwahrscheinlich, da®B EiweiBabspaltungs- 


antigen von Ermiidungstoxiricharakter noch in anderen, nament- 
Biochemische Zeitschrift Band III. 29 
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lich dem Opium in ihrer Wirkung fhnelnden Drogen z. B. im 
Lactucarium, im Haschisch u. s. f. wird nachgewiesen werden 
kénnen. 


SchluBsatze: 


1. EiweiBabspaltungsantigen von Ermiidungstoxincharakter 
ist sowohl durch seine biologischen Wirkungen als auch durch 
einen spezifischen Antikérper streng gekennzeichnet. 

2. EiweiBabspaltungsantigen von Ermiidungstoxincharakter 
findet sich nicht nur im Tier-, sondern auch im Pflanzenreiche ; 
es ist z. B. ein Bestandteil des Opiums. 

3. Aus letzterem kann es nach vorheriger Entfernung der Al- 
kaloide und mittels der Dialyse rein gewonnen werden. 


4. Ein Teil der komplexen Wirkung des Opiums diirfte auf 
die Anwesenheit dieses Antigens zuriickzufihren sein. 
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Uber Stérungen des Eiweifabbaues durch Blausiure. 
I. Mitteilung. 


Von 
A. Loewy -Berlin. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der landwirtschaftlichen 
Hochschule zu Berlin.) 


(Eingegangen am 31. Januar 1907.) 


Je tiefer wir in die Kenntnis der Vorgiinge eindringen, auf 
denen der Stoffumsatz im tierischen Organismus beruht, um so 
mehr miissen wir zu der Anschauung gelangen, da er durch ein 
zweckmiaBiges Ineinandergreifen einer groben Zahl von fermenta- 
tiven Prozessen zustande kommt. Dieser schon seit langem ge- 
aiuBerte Gedanke ist besonders eingehend von Hofmeister’) ver- 
folgt worden, und seine Richtigkeit wurde seitdem durch neue 
Funde befestigt, aus denen besonders klar hervorging, daB spezi- 
fische Fermente es sind, die auf den verschiedenen Abbaustufen 
eingreifen und zur Weiterzerlegung der bis dahin gebildeten Pro- 
dukte fiihren. Insbesondere gilt dies fiir die Eiweifstoffe. aber 
auch fiir die Kohlehydrate liegen analoge Erfahrungen vor. 

Man darf deshalb heute wohl eine Reihe von Stoffwechsel- 
erkrankungen, bei denen Substanzen aus dem Kérper austreten, 
die unter normalen Verhiltnissen im Kérper hatten verbrannt 
werden miissen, auf den Fortfall von Fermentwirkungen bezw. 
auf die Unwirksamkeit der im einzelnen Falle in Betracht kom- 
menden spezifischen Fermente zuriickfiihren. Abgesehen von dem 


1) F. Hofmeister, Die chemische Organisation der Zelle. Braun- 
schweig 1901. 
29* 
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den Zuckerumsatz betreffenden Diabetes mellitus und all’ den 
verschiedenen Formen von pathologischer Glykosurie seien hier 
nur die Pentosurie sowie zwei auf mangelhaftem Ei weiB8zerfall 
beruhende Erkrankungen erwiihnt: die Alkaptonurie und die Cy- 
stinurie, bei denen eine solche Auffassung nach dem Stande un- 
serer heutigen Kenntnis geboten erscheint. — Am wenigsten tat- 
siichlich begriindet ist sie vorliufig noch fiir den Fettzerfall, aber 
es liegt nahe und der experimentelle Beweis ist vielleicht nicht 
unmdéglich, da8 manche Fille von Ausscheidung fetter Siuren 
oder von ,,Acetonkérpern“ gleichfalls dem Ausfall spezifischer fer- 
mentativer Prozesse ihr Entstehen verdanken. 

Experimentell! la®t sich bisher nur ein Teil der natiir- 
lich vorkommenden Stérungen des Stoffwechsels erzeugen; man 
hat sich dabei zweierlei Wege bedient, um zum Ziel zu gelangen, 
die jedoch beide nicht denen, die man fir das pathologische 
Zustandekommen der gleichen Stérungen annehmen mub, ent- 
sprechen. Da der Stoffwechsel im tierischen Organismus im we- 
sentlichen ein oxydativer ist, so versuchte man zunichst durch Be- 
schrinkung der Sauerstoffzufuhr auf ihn einzuwirken. Es 
gelingt so, den Abbau der Hexosen und des Eiwei®es zu veriindern, 
vielleicht auch den der Fette, da z. B. bei der durch Sauerstoff- 
mangel wirkenden Kohlenoxydvergiftung die Verbrennung von 
per os zugefiihrten Acetonkérpern, die man wohl auf Grund der 
neueren Untersuchungen mit dem Fettzerfall in Beziehung bringen 
darf, mehr oder weniger erheblich beeintriichtigt ist'). 

Der zweite zu Stérungen des normalen Stoffabbaues fiihrende 
Weg ist in der Zufiihrung gewisser Gifte gegeben. 

Am leichtesten gelingt es auf diese Weise — und eine grobe 
Anzahl ganz differenter Stoffe erweist sich hier als wirksam — den 
Kohlehydratstoffwechsel zu schidigen. Der EiweiBumsatz 
dagegen konnte bisher nur durch wenige Gifte in so umfiinglichem 
MaBe veriindert werden, da8 quantitative und qualitative Abwei- 
chungen von der Norm chemisch bestimmt nachweisbar waren. 
Dabei handelte es sich stets um schwere, schon morphologisch 
hervortretende Schidigungen des Zellprotoplasmas. — Als Typus 
der auf den Eiwei®zerfall wirkenden Gift kann der Phosphor 
dienen. 


‘) Araki, Ztschr. f. physiol. Chem. 16—17. 
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Die Wirkungsweise der in Betracht kommenden Gifte ist 
eine verschiedene. Die Mehrzah] der zu Stérungen des Kohle- 


hydratabbaues fiithrenden wirkt — wenigstens nach der heute 
wahrscheinlichsten Anschauung — dadurch, daB sie ihrerseits zu 


nichst Sauerstoffmangel der Gewebe erzeugt, und dieser stellt Gann 
das eigentlich wirksame Moment da. Demgegeniiber fiihren div 
zu pathologischem EiweiBabbau fiihrenden Protoplasmagifte pri 
mare Schiidigungen der Zellen herbei, die dadurch zur Leistung 
ihrer oxydativen Tiitigkeit unfiihig werden. 

Daneben gibt es Stoffe, die in der Weise wirksam sind, dals 
sie intermediire Zerfallprodukte, sei es der Kohlehydrate, sei es 
des Eiweifes, abfangen, sich mit ihnen verbinden und sie so vor 
weiterer Zersetzung schiitzen, wiihrend die Verbindung als solche 
zur Ausscheidung kommt. 

Beziiglich der Art der experimentell erzeugbaren Stérungen 
ist nun bemerkenswert, daf es bisher nicht gelang, diejenigen her- 
vorzurufen, die sich durch ihren chronischen Bestand, ihre man 
gelnde Neigung zum Fortschreiten und zur Erzeugung weiterer 
Stérungen, durch ihr friihzeitiges Auftreten — oft schon mit der 
Geburt —-, zum Teil auch durch ihre Vererbbarkeit auszeichnen. 
ts handelt sich um Stérungen, die man in Analogie einer Be- 
zeichnung der alteren Medizin als chemisches aa@%og der voaos, 
wie sie der Diabetes darstellt, gegeniiberstellen kénnte. Alkapton- 
urie, Cystinurie und Pentosurie wie auch die reinen Formen der 
Fructosurie sind hierfiir die typischen Beispiele. Was bisher ex- 
perimentell erreicht werden konnte, war nur eine Verhinderung 
des Abbaues iiberhaupt, so bei der Glykose, oder eine Unter- 
brechung desselben auf einem intermediiiren Stadium, wobei alle 
oder doch eine groBe Zahl der auf der Abbaustufe gebildeten Pro- 
dukte zur Ausscheidung kamen, wie wir es bei den Eiweifkérpern 
sehen. 

Bisher nicht untersucht und dabei insbesondere fiir den Ei 
weiBabbau von Interesse ist die Frage, was sich ergibt, wenn man 
in engerer Anlehnung an die natiirlichen Bedingungen den 
Stoffzerfall durch Einfliisse zu stéren sucht, die ohne nachweisbare 
anatomische Veriinderungen zu machen, die oxydativen Fiihig- 
keiten der Gewebe voriibergehend aufheben. Wir sind seit lin- 
gerem mit einem Gift bekannt, das in diesem Sinne wirkt und das 
sich deshalb fiir derartige Untersuchungen besonders eignet, das 
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ist die Blausiiure. Besonders Geppert') verdanken wir den 
exakten Nachweis vom Wesen ihrer Wirkung. Er konnte zeigen, 
daB sie darauf beruht, daB die Kérperzellen unfiaihig werden, Sauer- 
stoff aufzunehmen und Kohlensiure zu bilden. 

Geppert fand dies Verhalten durch Untersuchung der Blut- 
gase und der Respiration bei Ruhe und bei Muskelarbeit. — Un- 
bekannt ist, wie sich dabei der Eiweifabbau verhalt; daB er Ab- 
weichungen von der Norm zeigen wiirde, war vorauszusehen. 

Ich habe nun vier Stoffwechselversuche an Hunden mit 
Riicksicht auf die Anderungen des EiweiBabbaues bei Blausiiure- 
vergiftung durchgefiihrt. 

Als Versuchstiere dienten Hiindinnen, die sich gut kathete- 
risieren lieBen und die ihren Harn nicht spontan entleerten. Sie 
hielten ihn stets in der normalen Vorperiode, die der Vergiftungs- 
periode vorausging. In letzterer kam es allerdings, wenn die Ver- 
giftung schwer war, manchmal infolge der Blasenlihmung zu Ent- 
leerungen in den Kafig. Diese Harnmengen liefen in ein unter- 
gestelltes, zur Verhiitung von Zersetzungen des Harns mit etwas 
Salzsiiure beschicktes Gefi®8 ab und wurden mit dem Spiilwasser 
vereinigt, mit dem an den betreffenden Tagen der Boden des Kiafigs 
gesiubert wurde. 

Diese Harnportionen wurden teils fiir sich verarbeitet, teils 
mit dem durch Katheter entleerten Harn zusammengetan. 

An einigen Hunden wurde zuniichst die fiir meine Zwecke 
notwendige Menge Cyankali mit fiir die einzelnen Versuchsreihen 
stets frisch bereiteten Cyankalilésungen festgestellt. Sie sollte so 
bemessen sein, daf es zu Krimpfen mit folgenden Lahmungen 
kam, die nach einigen Stunden wieder schwanden. Die Einver- 
leibung des Giftes sollte dann wiederholt werden, so daf auf den 
Tag 3 bis 4 Vergiftungen kamen. 

Die Dosis, die sich als zweckmaBig erwies, lag etwas tiber der 
von Geppert in seinen Untersuchungen benutzten, nimlich zwi- 
schen 1 und 1,5 mg Blausiure pro Kilo Tier. — Ich verwandte 
eine '/2°/oige frische Cyankalilésung. 2’/, mg Cyankali ent- 
sprechen 1 mg Blausiure. 


') J. Geppert, Uber das Wesen der Blausiurevergiftung. Berlin 
1889. _Auch Ztschr. f. klin, Medizin 15. 
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Am 20. Dezember 1905 begann der erste Versuch mit dem 
Katheterismus des Hundes, der taglich zur selben Zeit wiederholt 
wurde. Das Tier erhielt von nun ab taglich 250 g Hackfleisch mit 
einem Stickstoffgehalt von gegen 7 g, das fiir die ganze Versuchsreihe 
besorgt, in 10 Gliiser von vornherein abgeteilt und sterilisiert wurde. 
Dazu 30 g Fett pro die. — Am vierten, fiinften und sechsten Ver- 
suchstage wurde friihmorgens um 8 Uhr, nachmittags um 2 Uhr 
und abends um 7 Uhr die Cyankalilésung injiziert in einer Dosis, 
die am ersten Tage je 7,5 mg Blausiure, das ist 1 mg per Kérper- 
kilo, entsprach, an den folgenden Tagen etwas héher war. So- 
bald das Tier sich nach der ersten Injektion erholt hatte, zwischen 
11 und 12 Uhr mittags, erhielt es sein Futter vorgesetzt, das es so- 
gleich vollkommen verzehrte. Nur ein einziges Mal trat nach der 
um 2 Uhr stattfindenden zweiten Injektion Erbrechen des Futters 
ein, jedoch wurde das Erbrochene nach Ablauf der Vergiftungs- 
erscheinungen wieder quantitativ aufgefressen. Sonst wurde der 
Versuch durch keine Zwischenfille gestért. Waren die Folgen der 
Injektion abgelaufen, so war das Tier vollkommen munter und 
lieS keine Krankheitserscheinungen erkennen. Es wurde nach 
Abschlu8 der Versuchsreihe fiir andere Zwecke verwandt. 

Der Harn wurde auf Zucker, EiweiB, Albumosen gepriift, wo- 
bei der per Katheter entleerte und der in den Kiifig gelassene An- 
teil gesondert untersucht wurde. In jeder Harnportion wurde der 
Stickstoffgehalt nach Kjeldahl bestimmt, ferner die Menge der 
Aminosubstanz in Form ihrer Naphtyleyanatverbindungen nach 
Neuberg und Manasse'), endlich in dem mittels Katheter ent- 
leerten Harn der Brennwert in der kalorimetrischen Bombe. 

Die Ergebnisse enthalt die folgende Tabelle (vgl. Tab. I). 
Aus ihr geht hervor, daf der Hund, der sich anniihernd auf seinem 
Kérpergewicht hielt, wahrend der Vorperiode eine in engen Grenzen 
schwankende Stickstoffausscheidung zeigt; vom zweiten Versuchs- 
tage abgesehen, besteht die Tendenz zu einer Stickstoffretention. 
Auch die Menge der aus dem Harn darstellbaren Naphtylverbin- 
dungen ist an den letzten beiden Vortagen nicht sehr different. 

Der kalorische Quotient des Harns liegt innerhalb der 
von Rubner fiir den normalen Hund ermittelten Grenzen. 

Die Tage der Cyankaliinjektionen bringen nun erhebliche 
Veriinderungen. 


1) C.Neuberg u. A. Manasse, Ber. d. dtsch. chem, Ges. 88, 2359. 1905. 
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Versuchsreihe 1. Mit gleichmiassiger Fitterung. 
ls & £3) 1ecem des durch 
» SiSS al scafea 4 
Dat B= 2-5) Bene Katheter entleerten Kal 
atum ly = Se 3 = be Fon Harns enthiilt = ; Bemerkungen 
45 S32" B52 N | : 
1905 tl OU MAO ne Kalorien 
21. Dez. | 7470 6,599 _ — _ ans | 
22. , 17570 | 7,380 - 12,045 74,43 | 6,43 Vor- 
23. ? 7,020! 0,514 12,12 91,82 | 7,56 | periode. 
24. , | 7640 6,633 0,440 | 29,88 213,50 | 7,14 
a oie el eee Smell v7er lain |) Haupt- 
SB. « 7610 (10,596 0,960 7,65 87,61 11,5 periode®) 
| tiglich drei- 
26. , 17500 |) 8,975 1,005 | 29,5 268,60 | 9,1 malige EKin- 
| spritzung 
27. , |7530 | 5,969 — | 23,04 187,14 8,99|| You Cyan- 
; bh kalilésung. 
os, , | 2 | 9,070! 0879 | 37,71 | 307,10 | 814]] Nach- 
| . 
29. , | 7600 | 7,384 _ 44,42 331,60 | 7,4 | periode. 
30. ? Verloren. 





*) Nach der ersten Injektion allgemeine Krampfe, die ca. 1 Stunde dauern, 
darnach lingere Taumlichkeit. Nach der zweiten Injektion Erbrechen des nach 
der ersten Injektion genossenen Futters, das spiter wieder vollstindig verzehrt 
wird. — Am 26. friih nach erneuter Injektion fiir ca. 2 Stunden Taumlichkeit 
und Krimpfe; dasselbe nach den beiden folgenden Injektionen. — Etwas Harn 
in den Kafig gelassen. — Am 27. nach den zwei ersten Injektionen nur Taumeln 
und Steifigkeit der Extremitaéten. Keine allgemeinen Kriimpfe. Nach der dritten 
gréBeren Injektion schwere allgemeine Krampfe, denen stundenlange Lihmungen folgen, 
in denen das Tier regungslos und nur schwach und unregelmaBig atmend auf der 
Seite liegt. — Harn vom 25. auffallend bla®, der am 26. und 27. dunkier. 

Am 25. Injektionen von 7 mg Blausiure, am 26. von 8 mg, am 27. von 
9 bis 11 mg Blausiure. 

Im Harn nie Eiwei8, nie Biuretreaktion. 
starke Reaktion mit Millons Reagens. 


An den Injektionstagen 


Zuniichst steigt die Gesamtstickstoffausscheidung durch den 
Harn von 6,633 g am letzten Vortage auf 10,596 g an, d. h. um 
3,963 g, anniihernd um 60°/9. Gegeniiber dem Mittelwert der 
Stickstoffausscheidung pro die in der Vorperiode betrigt die Zu- 
nahme 3,688 g, d. s. + 53°/o. Auch am zweiten Tage mit Cyan- 
kaliinjektion liegt der Harnstickstoffwert noch tiber den Werten 
der Vorperiode. Allerdings weniger als am ersten Tage; das Plus 
betriigt gegeniiber dem letzten Vortage immerhin noch: 2,342 g 
= 35°). Am dritten Vergiftungstage allerdings war keine Stei- 
gerung zu erkennen, vielmehr lag der Stickstoffwert unter denen 
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der Vorperiode. Ziehen wir den sehr hohen Wert des ersten 
Nachtrages in Betracht, so driingt sich die Vermutung auf, daB 
die Blasenentleerung am dritten Haupttage (27. Dez.) eine nicht 
vollkommene gewesen sein mag, so daB ein Teil des dem 28. De- 
zember zugeteilten Harns und Harnstickstoffs dem 27. Dezember 
zukiime. Das Mittel beider Tage ist 7,52 g N, also eine Zahl, 
die tiber denen der Vorperiode liegt. 

Am zweiten Nachtage ist die Stickstoffausscheidung zur 
oberen Grenze der Werte der Vorperiode zuriickgekehrt. 

Mitteln wir die Stickstoffwerte der drei Perioden, so erhalten 
wir fiir die tagliche Stickstoffausscheidung im Mittel der Periode |: 
6,908 g, der Periode II: 8,513 g, der Periode III: 8,227 g. 

Neben der Stickstoffausscheidung im Harn zeigt sich nun 
auch der kalorische Quotient durch die Vergiftung erheblich 
beeinfluBt. 

Er ist gegeniiber der Vorperiode, in der er zwischen 6,43 und 
7,56 liegt, und im Mittel 7,04 ausmacht, an allen drei Ver. 
giftungstagen erhéht. Am intensivsten am ersten Tage zu 
dem enormen Wert von 11,5, weniger am zweiten 9,1; aber auch 
am dritten Tage betriigt er noch fast 9,0, ein Zeichen dafiir, daB der 
niedrige Wert fiir die Stickstoffausscheidung (5,97 g pro die) keinen 
Beweis fiir einen normalen Ablauf des EiweiSumsatzes abgibt. 
Der Wert ist, wie oben angedeutet, vielleicht zweifelhaft. Aber 
die Ergebnisse der folgenden Versuchsreihen werden zeigen, dats 
selbst erhebliche Steigerungen des kalorischen Quotienten ei: 
treten kénnen, ohne da die Stickstoffausscheidung erhéht zu sein 
braucht. 

Zeigt das Verhalten des kalorischen Quotienten ganz allge- 
mein, daf wiihrend der Cyankalivergiftung Stoffe in den Harn 
iibergegangen waren, die einen héheren Brennwert als normal 
haben, so gibt uns die Untersuchung nach der Neuberg-Ma- 
nasseschen Naphtylisocyanatmethode den Beweis dafiir, dal 
Produkte des Eiweifizerfalls zu diesen Substanzen gehéren, also 
an der Erhéhung des kalorischen Quotienten beteiligt sind. Nach 
den Untersuchungen von Neuberg und Manasse handelt es sich 
um die Amidgruppe enthaltende Abkémmlinge des Eiweifes, mit 
denen das Naphtyleyanat Verbindungen eingeht. 

Die Menge der Naphtylverbindungen betriigt im Mittel pro 
Tag 0,477 g in der Vorperiode, sie erhebt sich auf im Mittel 
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0,982 g in der Vergiftungsperiode. Der Zuwachs betrigt 0,505 g 
d. s. 106 °/o. 

Bei der Art des EiweiBabbaues, die im wesentlichen iiber die 
Amidsubstanzen erfolgt, diirfte das Naphtyleyanatverfahren zum 
mindesten die Hauptmenge der pathologischen stickstoffhaltigen 
Substanzen, die in den Harn tibergingen, angeben. 

Albumosen oder Eiweif enthielt der Harn nicht, ebensowenig 
Acetonkérper, auch kein Cystin. Was die etwaige Gegenwart von 
Zucker oder Glykuronsiiure anbelangt, so ist diese fiir den 26. und 
27. Dezember auszuschlieBen, wo der Harn keine Reduktion zeigte. 
Am 25. Dezember war eine ganz geringe Reduktion zu erkennen, 
jedoch war polarimetrisch Zucker nicht sicher nachweisbar. 

An der Steigerung des kalorischen Quotienten sind danach 
intermediare Eiweifzerfallprodukte ursichlich _ beteiligt. 
Ob ihre Gegenwart im Harn die einzige Ursache der Anderung 
des kalorischen Quotienten ist, mu als noch unentschieden be 
trachtet werden. 

Die folgenden Versuchsreihen LI und ILI sind im wesent- 
lichen ebenso angelegt wie Reihe I, nur hungerten die Tiere 
vom Beginn des Versuches ab, um nicht durch Erbrechen das Er- 
gebnis zu gefahrden. Hungerhunde erbrechen, wenn tiberhaupt, 
nur ganz geringe Mengen schleimiger Fliissigkeit. Auch wurden 
die Blausiiuredosen héher gewiihlt, sodaB die Tiere sich von den 
letzten Injektionen nicht mehr erholten. Im Versuch II (auch in 
IV) gingen die Tiere im Coma zugrunde, im Versuch III war das 
Tier so. schwer und dauernd krank, da es durch Chloroform- 
injektion ins Herz getétet wurde. 

Die Ergebnisse der zweiten Versuchsreihe sind im groBen 
ganzen denen der ersten gleich. Eine Steigerung der Stickstoffaus- 
scheidung bis zu einem Maximum von 62 °/p (am 22. Juni) gegen- 
iiber dem letzten Vortage (30. Mai), ein erhebliches Ansteigen des 
kalorischen Harnquotienten von 7,75 im Mittel der Vortage auf 
10,13 am ersten und auf 10,73 am zweiten Vergiftungstage. Dabei 
gibt der Harn nach der Vergiftung Millonsche und Biuretreaktion, 
die vorher nicht positiv waren. 

Die Stickstoffausscheidung zeigt insofern einen gewissen 
Gegensatz zu der im Versuch I, als sie am ersten Vergiftungstage 
sich noch auf der gleichen Héhe wie am Vortage erhilt, erst am 
zweiten Tage und mehr noch am dritten ansteigt. 
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Versuchsreihe il. Hungerversuch. 





l cem des 


. Pry 
Kérper- |Harnstic ky 


: : arns enthalt, x 
Datum gewicht,| stoff in N Kalo- Bemerkungen 
1906 ing 24Std. ing! mg rien 
28. Mai} 9220 3,157 — —- }|— Vorperiode. 
29. ,, 8650 2,832 14,16 114,4 | 8,08 Harn normal; nichts 
P & spontan entleert bis 
- ~« 8440 2,424 12,28 | 91,12; 7,42 zuin 31. Mai. 
Haupt- und Nach- 
‘ *) 
{ a.7,98) 80,88 10,13 |] poreeer i 
q 2s 94° und erhait am 31.5. um 
51. ” 8220 2,436 : wii etl Uhr = 1,6 mg Blau- 
b.0,9 8,6 9,90 siure pro Kilo = 14 mg; 


keine Erscheinungen bis 
2 Uhr. Um 3 Uhr 18 mg, 
um 8 Uhr nochmals 18 mg. 
. 2 19098 ‘ 90° ~. Harn gibt am 1.6 abends 
1. Juni im 3, 1286 21,04 22,78 10,75 und 2. 6. starke Reaktion 
mit Millon. Biuret 
reaktion ain 31.5. abends 
stark, schwach am 1. 6. 
abends, undeutlich am 2. 6 
— Nie Reduktion. Ei 
weiBreaktion undeutlic) 
Harn vom 31. Mai a) in 
den Kifig entleert: b) 
durch Katheter gewonnen 


2. — 3,936 | 24,60 24,05 9,8 











*) Nach der zweiten Injektion schwache Krimpfe und Lihmungen; nach 
der dritten wenig Krampfe, doch langdauernde Lihmungen bis zum 1. 6. friih. 
Dann gehen sie in an Lihmung grenzende Paresen iiber, die bis zam Tode am 3. 6. 
abends anhalten. — Am 1. 6. friih: Zunge ist weit herausgestreckt, hellrot, 
Konjunktiven und Schnauze gleichfalls hellrot, Pupillen eng, Reaktion auf Licht 
unsicher. Atmung tief und schnarchend. Coma. — Die Atmung wird im Laufe 


des Tages flach und sehr selten, dann Cheyne-Stokessche Atmungsform. — Hund 
liegt meist auf Seite, zuweilen setzt er sich auf und hilt dann stets den Kopf 
zwischen den Vorderbeinen, die Schnauze beriihrt die Erde. — Der mit Katheter 


entleerte Harn ist sehr hell (vgl. Hund 1). Neben dem Katheter lauft infolge 
SchlieSmuskellihmung etwas Harn ab. Der gréBte Teil des Harns in Kasten entleert. 


2. Juni: Zustand annihernd derselbe: die dauernd herausgestreckte Zunge, 
Konjunktiven, Analschleimhaut, Vaginalschleimhaut hellrot. Hund liegt meist mit 
gesenktem Kopf auf dem Bauch. Comatis. — Harn in Kasten entleert, beim 
Katheterisieren kommen nur einige Tropfen neben dem Katheter heraus. — 
3. Juni: Zustand derselbe, Blase leer, Harn nachts in Kasten entleert. — Koma 
nimmt zu, Tod am 3. Juni abends. 


Trotzdem ist der kalorische Quotient bereits am ersten Tage 
der Blausiureinjektionen erheblich gesteigert, weit iiber die Werte, 
die bei normalen Hunden bisher gefunden worden sind. Sein Ver- 
halten ist also ein sichererer Mafstab fiir pathologische Anderun- 
gen im Stoffumsatz als quantitative Abweichungen von der nor- 
malen Stickstoffausscheidung. 
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In der dritten Versuchsreihe, iiber die Tabelle HI Auf. 
schluB gibt, 


Versuchsreihe Hl. Hungerversuch. 





ie at 1 cem 
Kérper- Harnstick Harn enthilt | Kal. 


gewicht! stoff in N Kalo- | 
1906 ing )24Std. ing mg rien ? 
- ', XL 


) 
Datum Bemerkungen 


28. Juni} 4200 2,145 6,60 37,00 5,60 | Vorperiode 
{ . 








a — 1,860 7,54 | 55,60! 7,47 
30. , | 4010 | 1,8142 885 99,40) 11,24 | 
; ? ? ? ? 
1. Jali “ oe ; Hauptperiode®). 
ss _ —_ 9,72 11,50 11,84 | 
Ra — 0,9696 5,00 51,40 10,28 


*) Hund erhilt mittags 1,25 mg Blausiiure per Kérperkilo subkutan, galliges 
Erbrechen. Keine Harnentleerung; Taumlichkeit, Schwiiche, die in eine dreiviertel 
Stunden dauernde Lihmung iibergeht. Keine allgemeinen Krimpfe. Die zweite 
und dritte Injektion macht nur Taumlichkeit ohne sonstige deutliche Wirkung. 
Am 1. Juli gleiche Injektion friih macht nur Schwiiche. Mittags 1,5 mg Blau- 
siure pro Kilo Tier, zunichst nur Schwiiche ohne Krimpfe, dann Coma. Hund 
macht tiefe schnelle Inspirationen 8 bis 10 mal pro Minute, passive Exspirationen, 
lange Atempausen. Liegt auf der Seite ohne Reaktion auf Beriihrung. Corneal- 
reflexe vorhanden. Zustand hilt bis zum Abend an. 

Am 2. Juli ist kein Harn beim Katheterismus zu gewinnen. Hund noch 
schwer benommen und fast gelahmt. Liegt auf der Seite, hilt sich, wenn aufge- 
richtet, nur wenige Sekunden aufrecht, sinkt dann wieder um. Am 3. Juli das- 
selbe Verhalten. Kein Urin durch Katheter zu gewinnen, Harn in den Kafig 
entleert. Nach erneuter Injektion von 1,3 mg Blausiure p. K., vollkommene Unbesinn- 
lichkeit, tiefe Atmung mit starker aktiver Exspiration. Harn in den Kiifig. Blase 
leer. — 4. Juli derselbe Zustand. Tétung durch Chloroforminjektion ins Herz. — 
Blase leer. 

Der Harn enthalt nie Eiwei8, reduziert nie, gibt nur am 3. 7. schwache 
Biuretreaktion. Millons Reaktion nur am 3. 7. positiv. 


waren trotz gleicher Blausiuredosen wie im Versuch II die Ver- 
giftungserscheinungen stiirker als in diesem, wie die unter der Ta- 
belle verzeichneten Bemerkungen ergeben. Deshalb gelang eine 
allseitig glatte Durchfiihrung des Versuches nicht. Am zweiten 
Vergiftungstage, 1. Juli, stockte die Harnbereitung vollstiandig. 
In den Kafig wurde nichts entleert, und beim Katheterismus am 
2. Juli fand sich die Blase leer. 

Dann begann die Harnsekretion wieder. Die geringen 
Mengen Harn gingen in den Kifig. Beim Katheterismus am 
3. Juli erwies sich die Blase wieder leer, ebenso am 4. Juli. 

Die Schidigung der Nierenfunktion durch die Blausiure und 
die dadurch bewirkte Stockung oder ganz betriichtliche Verminde- 
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rung der Harnabscheidung lift cine Steigerung der Stickstoffaus 
scheidung hier nicht zur Beobachtung kommen. Die Harnstick 
stoffmenge des ersten Blausiiuretages ist gleich der des letzten 
Vortages, die des dritten Vergiftungstages, an dem allerdings nur 
wenige ccm entleert wurden, ist sogar etwa auf die Hiilfte gesunken. 

Dagegen erweist sich der kalorische Harnquotient wieder 
in typischer Weise veriindert. Er geht hier noch héher hinaus 
als in den vorhergehenden Versuchen, besonders als im 
Versuch II, was ungezwungen mit den stirkeren Vergiftungs- 
erscheinungen in Zusammenhang gebracht werden kann. 

Die vierte Versuchsreihe endlich vergl. Tab. IV 


Versuchsreihe IV. Fiitterungsversuch. 





Kirper- Harnstick- 57, 1 : 
Datum ' ; arn enthaélt | Kal. 
gewicht| stoff in : > . Bemerkungen 
; ie N Kalo- N 
1906 in & 24Std. mg mg rieen 
3. Juli 8800 | 1,082 —_ — — | Vorperiode: 
& — !| 1,512 8,64 54,5 8,62 || aller Harn durch Ka- 
5. » | 8650 | 1,7451 4,59 33,9 | 7,38 | theter entleert. 
& « 8480 | 2,079 6,30 53,7 , 8,53 
Hauptperiode”): 
| 3,29 a.32,6 9,96 a) Baldnach Eintritt 
= 8400 2068) der Vergiftung; 
3,54  b.73,0 | 20,63 b) 24 Stunden nach 
Vergiftung, kurz 
G « 8320 | — — - ante mortem. 








*) Hund erhalt am 7. Juli friih 1,25 mg Blausiiure pro Kérperkilo, mittags 
nochmals 1 mg. Nach der ersten Einspritzung keine wahrnehmbaren Symptome, 
auBer einmaligem schleimigem Erbrechen. Nach der zweiten Injektion Schwiiche. 
Am 8. Juli friih wieder 1,25 mg Blausiure subkutan, darnach einmaliges Schleim- 
brechen, Taumlichkeit bis zum Mittag. Dann setzen allgemeine Krimpfe ein, die 
mit Liahungen abwechseln. Tod gegen Abend. 

In der Vorperiode wurde kein Harn spontan entleert. In der Nacht zum 
zweiten Injektionstage (8. Juli) triiber, briunlicher Harn in den Kasten entleert. 
Am 8. Juli Harn durch Katheter mittags einige Stunden ante mortem entleert. 
Der in den Kasten entleerte Harn enthilt: 2,3364 g N, der durch Katheter ent- 
leerte: 0,3288 g N. Beide Portionen zusammen bilden die Harnmenge von 
24 Stunden. 

Der Harn enthalt nie Eiweif. Am 4. 7. und 6. 7. maBig starke Biuret- 
reaktion, am 5. 7. schwache. Kastenharn vom 7. 7. ebenso schwache, Katheter- 
harn, am 8. 7. entleert, sehr starke Biuretreaktion. Nie Reduktion, Millon- 
Reaktion undeutlich. 


sollte wieder ein Versuch mit gleichmiafiger Fiitterung werden. 
Er gelang nur in der Vorperiode. Am ersten Vergiftungstage ver- 
weigerte der Hund das Futter, am zweiten abends starb er. 


Shain apd me ait tole nanan A EE 














450 A. Loewy: 


Es konnte jedoch der gesamte Harn des ersten Vergiftungs- 

tages erhalten werden, ein Teil war in den Kasten entleert worden 

Probe a vom 7. Juli —, ein Teil wurde durch Katheter ge- 
wonnen — Probe b. 

Hier sehen wir nun, da{ ebenso wie im Fiitterungsversuch I 
ein Mehrzerfall an stickstoffhaltiger Substanz nach der Vergiftung 
einsetzt. Das vor dem Versuch schlecht genihrte Tier zeigt wih- 
rend der Vorperiode bei eiweiBreicher Fiitterung zwar auch 
schon einen Anstieg der Stickstoffausscheidung, aber der erste 
Vergiftungstag war ein Hungertag und hier wire ein Weiter- 
anstieg unter normalen Verhiltnissen unterblieben. 

Bei der Vergiftung finden wir dagegen ein unverhiltnismabig 
starkes Weiteransteigen, das auf Rechnung der Vergiftung gesetzt 
werden muB. 

Daneben finden wir wiederum ein ausgepriigtes Ansteigen des 
kalorischen Quotienten bereits in dem einige Stunden nach der 
Vergiftung entleerten Harn und sehen, da8 er sich einige Stunden 
ante mortem zu einer Héhe erhebt — ns = 20,63 — wie er, 
von Wiederkiiuern abgesehen, bisher tiberhaupt nicht beobachtet 
worden ist. 

Uberblicken wir die Ergebnisse der vorstehenden Versuchs- 
reihen, so finden wir, da8 bei einer Hemmung der oxydativen Lei- 
stungen der Kérperzellen Stérungen im Stickstoffwechsel auf- 
treten, die sich in charakteristischen Verinderungen des Harns zu 
erkennen geben. 

Die typischste und zuverlissigste besteht in einer Verschie- 
bung des Verhiiltnisses von Brennwert zu Harnstickstoff. Der 
Quotient > steigt tiber die normalen Werte hinaus an; in einem 
Falle (Vers. IV) bis zum dreifachen dieser. 

An dieser Anderung des kalorischen Quotienten beteiligt ist 
das Auftreten intermediirer EiweiSspaltprodukte, die in Ver- 
such I in Form ihrer Naphtylcyanatverbindungen isoliert wurden. 
Reduzierende Stoffe wurden in keinem Falle im Harn gefunden, 
wohl aber mehrfach stiirkere Biuret- und Millonsche Reaktion. 

Die Quantitaét des Harnstickstoffs war nicht in allen 
Fillen gesteigert. Eine pathologische Steigerung des Harnstick- 
stoffes stellt jedenfalls einen viel weniger sicheren Mafstab fiir 
einen anormalen Verlauf des EiweiBumsatzes dar als Abweichun- 
gen des kalorischen Quotienten von der Norm. 
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Der Grad der Steigerung der Harnstickstoffmenge steht viel- 
leicht in Beziehung zur Menge des zirkulierenden Eiweibes, 
denn die Steigerung war am ausgepriigtesten in demjenigen Ver- 
suche (No. 1), in dem reichliche Nahrungszufuhr bis zum Schlusse 
gelang. Weniger deutlich fand sie sich im Versuch IV, wo das 
Versuchstier nur bis zum Beginn der Vergiftung sein Futter nahm. 
Dagegen war sie in den beiden Hungerversuchen (II und IT) am 
ersten Vergiftungstage tiberhaupt nicht zu finden, um in Ver- 
such II in den spiiteren einzusetzen. - 

In ihren Untersuchungen tiber die Wirkung der verdiinnten 
Luft auf den Organismus fanden Frinkel und Geppert’) einen 
iihnlichen Zusammenhang zwischen dem Ernihrungszustande und 
der Steigerung der Stickstoffausscheidung, die infolge der Luft- 
verdiinnung zustande kam. Bei hungernden Hunden war letztere 
geringer als bei gefiitterten, nur trat sie allerdings bei ersteren 
friiher ein als bei letzteren, wihrend sie bei meinem Hunger- 
hund II spiiter einsetzte als bei meinem gefiitterten. 

Es wird also unter der Wirkung der Blausiure mehr Ei- 
weif in den Zerfall gezogen, aber nicht alles in normaler 
Weise bis zu seinen Endprodukten zerlegt. Als Ursache dieses 
Effektes kénnte man an die durch das Gift ausgelésten Kram pfe 
denken. Sie mégen den pathologischen EiweiBabbau begiinstigen, 
sie geniigen aber nicht, um ihn ganz zu erkliiren. Dazu sind sie 
(oder waren es wenigstens bei den von mir gewihlten Dosen) zu 
kurzdauernd und zu wenig intensiv. Bei meinen Tieren be- 
herrschten laihmungsartige Schwiichezustande das Krankheitsbild, 
wie die einzelnen Versuchsprotokolle zeigen, und man muB die 
die Anderungen der Zellfunktionen, die zu diesen fiihrten, 
auch fiir die Abweichungen im EiweiSabbau  verantwortlich 
machen. — 

Die Wirkung der Blausiiure, durch die die Zellen die Fahig- 
keit verlieren, den an ihnen vorbeistrObmenden Sauerstoff zum 
oxydativen Abbau der organischen Stoffe in normaler Weise zu 
verwerten, hat sich im wesentlichen derjenigen gleich erwiesen, die 
erreicht wird, wenn die Sauerstoffzufuhr zu den Zellen iiber das 
notwendige Maf hinaus beschriinkt war. 


*) A. Friinkel und J.Geppert. Wirkungen der verdiinnten Luft 
auf den Organismus. Berlin, 1888. 
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Das zeigt ein Vergleich mit den Resultaten einer ganzen Reihe 
friherer Untersuchungen, in denen der EiweiSumsatz, sei es beim 
Aufenthalt in verdiinnter Luft, sei es bei Atmung sauerstoffarmer 
Gasgemische, sei es bei Kohlenoxydvergiftung, ermittelt wurde '). 
Auch dabei wurde ein Mehrzerfall von Eiweif und ein Auftreten 
intermediirer EiweiSspaltprodukte im Harn beobachtet. 

Ob feinere Unterschiede vorliegen, lait sich auf Grund des 
vorliegenden Untersuchungsmaterials nicht sicher sagen. Hin- 
weisen méchte ich jedoch auf die eine, wie es scheint, konstante 
Tatsache, daB bei der Blausiiurevergiftung die Steigerung des Ei- 
weibzerfalles bei gefiitterten Tieren schon am ersten Vergiftungs- 
tage eintritt, daB jedoch bei den in einen luftverdiinnten Raum 
gebrachten Tieren durchgehend nicht an demselben, sondern erst 
am niichsten und iibernichsten Tage die Stickstoffmenge im Harn 
zunahm. Ob dieser Differenz eine tiefere Bedeutung zukommt, 
miuBte weiter untersucht werden. 


‘) A. Frankel, Virchows Anh. 67. — A. Frankel und F. Geppert, 
a. a. O. — 8. Lewy, Zeitschr. f. klin. Med. 4. — Araki, Ztschr. f. 
physiol. Chem. 15 und 17. — A. Loewy, Deutsch. medizin. Wechenschr. 
1905. 














Uber den respiratorischen Stoffwechsel nach ermiidender 
Arbeit. 


Von 
Dr. Otto Porges und Dr. Ernst Pribram. 


(Aus dem tierphysiol. Institut der landwirtschaftlichen Hochschule 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 28. Januar 1907.) 


Die Beobachtung des Kraftstoffwechsels mit Hilfe der Zuntz- 
schen Methode hat zu der Erkenntnis gefiihrt, daB der Umsatz bei 
vollstandig ruhender Muskulatur ein konstanter Wert ist, der nur 
in wenigen Fiillen eine Steigerung oder eine Verminderung erfihrt. 
So z. B. hat es sich im Gegensatz zur landliufigen Meinung heraus- 
gestellt, da® dieser Grundumsatz durch klimatische Verhialtnisse 
oder durch Veriainderungen der Sauerstoffzufuhr fast unbeeinflubt 
bleibt. Auch bei Krankheiten bewegt er sich im allgemeinen 
innerhalb der Norm. Noch nicht hinlinglich entschieden ist die 
fragliche Einschrinkung des Ruhestoffwechsels in der Rekonvales- 
zenz oder bei hochgradiger Unterernihrung, die man aus teleolo- 
gischen Griinden anzunehmen geneigt war. Eine aihnliche Argu- 
mentation fiihrte dazu, eine Herabsetzung des Ruhestoffwechsels 
nach ermiidender Kérperanstrengung zu behaupten. Diese aprio- 
ristische Deduktion wurde durch Versuche von Pettenkofer und 
V oit') gestiitzt, die in der Tat mit ihrer Methode eine Verringe- 
rung des Umsatzes bei durch Muskelarbeit erschépften Individuen 
nachweisen konnten. Dieses Ergebnis konnte aber auGer in einer 
tatsiichlichen Verringerung des Grundumsatzes auch in einer durch 
Miidigkeit bedingten Einschrinkung der Bewegungen seine Ur- 
sache haben. Wissen wir doch, daf auch die Regulation der 


*) Vergl. Literatur, Seite 481. 
Biochemische Zeitschrift Band ILI. 30 
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Warmebildung im Organismus nicht durch Veriainderungen des 
Grundumsatzes, sondern durch Anpassung der Muskeltitigkeit zu- 
stande kommt. Die Zuntzsche Methode, welche die Bestimmung 
des Ruheumsatzes bei vollsténdiger Muskelentspannung vornimmt, 
ist in erster Linie geeignet, diese Frage zu entscheiden. Mit Hilfe 
dieser Methodik haben Zuntz und Hagemann’) in sechs Ver- 
suchen den Ruhestoffwechsel von Pferden, die lingere Zeit gear- 
heitet hatten, gemessen und kamen zu Zahlen, welche nur um 
weniges geringer sind als die Ruhewerte vor der Arbeit. Das be- 
obachtete Absinken des Ruheumsatzes ist, wie sie iiberzeugend dar- 
tun, auf die fortschreitende Verdauung der nicht vollkommen 
niichternen Tiere zuriickzufiihren. Zuntz und Schumburg’) 
haben den Ruheumsatz von Soldaten nach ermiidenden Marsch- 
iibungen bestimmt und erhielten in zwei Versuchen Werte, die mit 
den normalen Ruhewerten gut iibereinstimmen, in einem dritten 
Versuche war der Stoffwechsel allerdings ein wenig herabgesetzt. 
In Beziehung zu dieser Frage stehen auch die Erfahrungen, wel- 
che die von Zuntz*) gefiihrte Gebirgsexpedition im Jahre 1901 
gesammelt hat. Die vom Brienzer Rothorn nach Absolvierung an- 
strengender Marschiibungen in ihr Standquartier nach Brienz zu- 
riickgekehrten Teilnehmer hatten in den nichsten Tagen einen 
Ruheumsatz, der im Vergleiche zu den vor Aufbruch der Expedi- 
tion gewonnenen Zahlen erheblich herabgesetzt war. Ob diese Er- 
scheinung als Folge der nachwirkenden Ermiidung oder anderer 
Faktoren zu betrachten ist, soll weiter unten noch eingehender er- 
értert werden. Da eine auf eine Ruheperiode folgende liangere 
Arbeitsperiode den Ruheumsatz nicht vermindert, sondern im 
Gegenteil, (wahrscheinlich wegen der stiirkeren Ausbildung der 
Muskulatur), betriichtlich erhéht, haben Zuntz und Schum- 
burg’) beim Menschen und Zuntz®) beim Hunde beobachtet. 

Die Frage des Ruheumsatzes nach ermiidender Korperanstren- 
gung schien demnach eigens darauf gerichtete Untersuchungen 
zu erfordern und auf Anregung des Herrn Geh.-Rats Prof. Zuntz 
haben wir uns diéser Aufgabe unterzogen. Nebenbei richteten wir 
unser Augenmerk auf das Verhalten des respiratorischen Quoti- 
enten, der nach den Befunden der bisherigen Untersuchungen in 
der auf die Arbeit folgenden Ruhe gewisse Schwankungen zeigt. 
Anhangsweise teilen wir einige Versuche iiber den Einflu8 der Er- 
miidung auf den Umsatz bei der Arbeit mit. 
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I. Einfiu§ der Ermiidung auf den Ruheumsatz. 


Saimtliche Versuche wurden an einem schon vor langerer Zeit 
tracheotomierten und zu Respirations- und Arbeitsversuchen ahn- 
licher Art verwendeten Hunde ausgefiihrt. Das Versuchstier er- 
hielt wahrend der ganzen Versuchsperiode pro Tag ca. 500 g Futter, 
das aus Reis, Fleischabfallen und Knochen zu etwa gleichen Teilen 
zusammengesetzt war. In der Generaltabelle ist angegeben, welche 
Zeit seit der letzten Fiitterung verstrichen war. Die Mehrzahl 
dieser Versuche ist am niichternen Tiere, d. h. mindestens acht- 
zehn Stunden nach der letzten Nahrungsaufnahme, ausgefiihrt. 

Um den Hund durch eine entsprechende Arbeitsleistung zu 
ermiiden, lieSen wir ihn auf einer geneigten Tretbahn stundenlang 
bergauf laufen. Um Uberhitzung, welche beim tracheotomierten 
Hunde sehr leicht zustande kommt, zu vermeiden, wurde das 
Tier, besonders an heifBen Tagen, éfters kalt gewaschen und er- 
hielt nach Belieben zu trinken. Mit denselben Mitteln suchten 
wir nach Beendigung der Arbeitsleistung die gewohnlich etwas er- 
héhte Temperatur des Versuchstieres méglichst rasch auf die 
Norm zuriickzubringen und begannen den Versuch erst dann, 
wenn dies erreicht war. Wihrend des Versuches lag der Hund in 
einem bequemen offenen Holzkasten auf einem Strohkissen, mit 
leichter Decke bedeckt. Er blieb hier stets regungslos liegen, so 
da8 wir bei unseren stundenlang dauernden Versuchen fast nie 
durch unruhiges Verhalten des Tieres gestért wurden. Die Dauer- 
kaniile, welche der Hund sonst stets, auch auf der Tretbahn, trug, 
wurde vor dem Versuche durch eine Tamponkaniile ersetzt, die 
ihm AuBenluft zufiihrte und die Exspirationsluft in den Gasmesser 
leitete. Durch eine lingere Vorperiode tiberzeugten wir uns jedes- 
mal von der GleichmaBigkeit der Atmung. Nur in den letzten 
Versuchen (13. VIII. Nr. 2, 21. VIII. Nr. 1 und 24. VIII. Nr. 1) 
wurde der Umsatz in der Zeit unmittelbar nach der Arbeitsleistung 
gemessen. Die Einzelheiten der Zuntz-Geppertschen Methode, 
deren wir uns bedienten, sind bei Magnus-Lev y (Pfliigers Archiv 
55, 1. 1893) ausfiihrlich beschrieben. Die Versuche erstreckten 
sich auf eine Gesamtzeit von fast drei Monaten (5. Juni bis 
24. August). Die Ruhetage wihrend dieser Periode sind aus der 
Generaltabelle zu ersehen, welche gleichzeitig eine Ubersicht tiber 
die einzelnen Versuche in chronologischer Reihenfolge gibt. 
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A. Versuche am niichternen Tiere. 


Zur Beantwortung der oben erértertern Hauptfrage unseres 
Themas miissen die Werte fiir den Ruheumsatz des Hundes im 
frischen und ermiideten Zustande verglichen werden. Unter der 
Voraussetzung, da stets dasselbe Material im Organismus ver 
brannt wird, ist der Sauerstoffverbrauch ein Ma® fiir den Stoff 
umsatz. In unseren Versuchen, die am niichternen Tiere, das im 
wesentlichen seine Energie aus dem Kérperfett bestreitet, ausge 
fiihrt waren, trifft diese Voraussetzung zu. Aber auch in den 
Versuchen am verdauenden Tiere kann bei gleichmiBiger Ernih 
rung der Sauerstoffverbrauch als Vergleichszahl fiir den Stoffum- 
satz eintreten. 

Der Durchschnitt des Grundumsatzes unseres Versuchstieres 
in vollkommen niichternem, nicht ermiidetem Zustande berechnet 
sich entsprechend folgenden Werten*): 


Ruheumsatz. 





32 |0-Ver| CO Atem- | Pr Minute cm? 7 Respi-| 3.5 
= =3 brauch Abgab.. griBe pro | i = 4 is 2 
©! inProzent.der, Min. in | aufgenomm. abgogebone | igé 
5 edd exspir. Luft i Litern Seneeutett senchare Quot. | $5 
93kg|5,36% 378% | 1,35 6860 | 45,04 0,70 


Der Grundumsatz des ermiideten Tieres ist am besten aus 
nachfolgender Spezialtabelle zu beurteilen. Die dort angefiihrten 
Zahlen sind jedesmal Durchschnittswerte aus einer Anzahl von Ver- 
suchen, die annihernd gleiche Zeit nach der Arbeit begonnen waren. 


Durchschnittswerte, nach der Ruhezeit preesnet. 





| AtemgréBe | Aufgenomm. | Abgoegshene | Respirat. Zahl 
Ruhezeit | pro Minute | Sauerstoff | Kohlensiure , | der 
in Litern pro Minute in cem Quotient Versuche 
0—10 Min. 424 | 12102 “76,50 0,64 3 
10-20 , 2,74 85,85 57,10 0,66 4 
20--40 ,, | 2,80 81,88 43,63 0,66 10 
40-60 , | 2,65 73,74 48,78 | 0,66 4 
L—-1',St.| 248 | 67,98 | 47,75 0,71 6 
1%,—2 ,, 1,54 65,54 46,38 0,71 | 5 
2-3, | 1,56 66,04 46,10 | 0,70 | 4 
3—5 , | 1,58 6423 , 45,79 | O71 1 


* Die Zahlen, welche wir in der ersten Ruheperiode vor Beginn 
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Diese Durchschnittswerte sind mit Weglassung der Versuche, 
bei welchen irgendein komplizierender Faktor vorlag, gewonnen. 
Sie ergeben, daB zu keinem Zeitpunkte eine Herab- 
setzung des Umsatzes wihrend der Ruhe nach ermiiden- 
der Arbeitsleistung zu beobachten ist. Auch die kleinsten 
Zahlen fiir den Sauerstoffverbrauch nach der Arbeit (58,82, 59,70 
und 58,41) sind nicht niedriger als die kleinsten vor derselben (56,33, 
55,94 und 58,04). Zum Vergleiche wollen wir hier die Zahlen von 
Zuntz und Hagemann und Zuntz und Schumburg anfiihren. 
Die ersteren fanden beim Pferde den Ruheumsatz als Mittel aus 
sechs Versuchen entsprechend folgenden Werten: 





Vor der Arbeit. | Nach der Arbeit. 
Sauerstoff pro Min.| Resp. | Sauerstoff pro Min. | Resp. ——— 
and kg Ruepergew. penned und kg Kaspergow. | Arbeitsdauer 
4,083 0,987 | 4,027 0,924 71 Min. 


Der Riickgang des Sauerstoffverbrauchs um ea. 1,4 °/o nach 
der Arbeit ist hier die Folge der fortschreitenden Verdauung der 
nicht ganz niichternen Tiere. Demnach hatte beim Pferde mabig 
anstrengende Arbeit keinen Einflu8 auf den Ruheumsatz. Zuntz 
und Schumburg teilen Zahlen iiber den EinfluB der Ermiidung 
auf den Ruheumsatz des Menschen mit. 








Vor der Arbeit. Nach der Arbeit. 
= ——————— === —— 
aa} Durchschnitt 'Durchschnitt 

s | 
S z perm Resp. erp Sauerstoff- | Resp. oun ht be 
5 © | ver rauch Quot. | Venedie verbrauch po Vessshe 
Herr P. | 283,02 cm*| 0,81 | 20 289,55 cm" | 0,76 | 6 

» B. | 252,59 ,, | 0,836 | 26 252,1 , | 0,73 1 
— | (217,1) ,, | (0,76) (1) 








Wie sich aus diesen Zahlen ergibt, ist bei der Versuchsperson 
P. der Ruheumsatz im Bereiche der normalen Schwankungen 
gleich geblieben, was noch deutlicher zum Ausdruck kommt, 
wenn die Zahlen fiir Sauerstoffverbrauch mit Hilfe des respirato- 


der eigentlichen Versuche erhielten, sind zu hoch, weil der den Umsatz 
erhéhende Einflu8 der Verdauungstitigkeit, wie wir uns spiiter iiber- 
zeugten, noch nicht abgeklungen war. Sie sind daher in den Durchschnitt 
nicht einbezogen. 


| 
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rischen Quotienten auf Kalorien umgerechnet werden. Zuntz 
und Schumburg berechnen den Umsatz vor dem Marsch auf 
1362 Kalorien, nach dem Marsche auf 1376 Kalorien, also 
Zahlen, die untereinander sehr gut iibereinstimmen. Bei B. liegen 
nach der Arbeit nur zwei hintereinander angestellte Versuche vor. 
Im ersten war der Sauerstoffverbrauch innerhalb der Norm, im 
zweiten Versuche abnorm niedrig. Die Autoren messen ihm nur ge- 
ringe Bedeutung bei, da er mit allen tibrigen Versuchen und auch 
mit dem unmittelbar vorhergehenden im Widerspruche steht, und 
beziehen ihn auf Versuchsfehler. 

Im speziellen wollen wir zunichst den Einflu8 der einzelnen 
Faktoren auf Sauerstoffverbrauch, Kohlensiureabgabe und das 
Verhiltnis beider niher betrachten, die Einwirkung der Ermiidung 
auf die Atmung erértern, schlieBlich die Veriinderung des Um- 
satzes nach einer lingeren Arbeits- oder Ruheperiode an der Hand 
unserer Zahlen untersuchen. 

Sauerstoffverbrauch. 

Die Abhangigkeit dieser GréBe von der auf die Arbeit folgen- 
den Ruhedauer wird am besten durch obenstehende Tabelle illu- 
striert. Wie die Tabelle zeigt, ist der Sauerstoffverbrauch unmittel- 
bar nach der Arbeit gegeniiber der Norm bedeutend erhéht, in den 
ersten 10 Minuten um 90 °/), dann um 37 °/o, sinkt aber ziemlich 
schnell ab, soda die Erhéhung in der 3. bis 5. Stunde nur mehr 
1°/o des Grundumsatzes ausmacht. Eine Erhéhung als Nachwir- 
kung der Arbeit wurde schon von Speck®), Katzenstein’), A. 
Léwy’), Lehmann und Zuntz®), Zuntz und Schumburg, 
Zuntz, Léwy, Miller und Caspari*) beim Menschen, von 
Zuntz und Lehmann”) sowie Zuntz und Hagemann’) beim 
Pferde beobachtet. 

In unseren Versuchen ist sie durchschnittlich noch bis zur 
3. Stunde deutlich wahrnehmbar, was mit der héhergradigen Er- 
miidung zusammenhiingen diirfte. Schon die genannten Autoren 
fiihren den erhéhten Stoffverbrauch in der nach angestrengter 
Arbeit folgenden Ruhezeit zum Teil auf gesteigerte Herz- und 
Atemtatigkeit zuriick. Wie lange die Erhoéhung der Herztitigkeit 
nach der Arbeit andauert, ist schwer zu bestimmen. Der Einflué 
der erhéhten Atemtitigkeit 1a8t sich aus den Zahlen fiir die Atem- 
gréBe beurteilen. Sie zeigen uns, da im Vergleiche zu den Ruhe- 
versuchen am ermiideten Tiere die Atmung bis zur 5. Stunde ge- 
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steigert war, in den ersten 1'/. Stunden nach beendeter Steigarbeit 
sogar in erheblichem Ma&e. Uber den Einflu® der Atemarbeit 
auf den Stoffverbrauch des Hundes liegen keine Versuche vor. 
Wohl aber hat sich beim Pferde (Zuntz und Hagemann) fiir 
1 1 Mehrventilation ein Mehrverbrauch von 4—5 cm® Sauerstoff, 
beim Menschen von 5—10cm®* Sauerstoff ergeben (A. Léwy). 
Daraus schiitzt Zuntz*°) den Mehrverbrauch des Hundes fiir 1 | 
Lungenventilation auf 5—10 cm* Sauerstoff. Ziehen wir diesen 
Betrag fiir die Mehrventilation in unseren Versuchen gegeniiber 
der Ventilation beim nicht ermiideten Tiere (1,351) von den be- 
obachteten Zahlen des Sauerstoffverbrauchs ab, so ergeben sich 
folgende Werte: 
Auf 1,351 Ventilation 
Ruhezeit Mehrventilation reduzierter O-Verbrauch 


(fir 0,21 Ventilation ist 
1cm® Sauerstoff abgezogen) 


0—10 Min. 2,89 106,57 cm* 
10-20 , 1,39 78,80 ,, 
20-40, 1,45 74,63, 
40-60 , 1,30 67,24 ,, 
1—1'/, Std. 1,08 61,88 ,, 
1-2 , 0,19 64,59 , 
-s . 0,21 64,99, 


8-5, 0,23 63,13, 


Es ergibt sich daraus, daB der Grundumsatz nach Abzug des 
Aufwandes fiir die Mehrventilation in Wirklichkeit nur waihrend 
der ersten Stunde gesteigert war und zwar in den ersten 10 Minu- 
ten um 67,65°/o, von der 10.—20. Minute um 23,89 °/), von der 
20.—40. Minute um 17,34 °/o, endlich von der 40.—60. Minute 
um 5,7 °/o. 

Als Ursache dieser Steigerung wire neben verstirkter Herz- 
arbeit an die erhéhte Kérpertemperatur zu denken. Wie wir schon 
eingangs erwahnen, wurden die Versuche erst begonnen, nachdem 
die Rektaltemperatur unter 39,5° abgesunken war, nur bei den Ver- 
suchen, deren Beginn in die ersten 10 Minuten fallt, muBte auf die 
Temperaturmessung verzichtet werden. Wie wir aber bei anderen 
Versuchen ermittelt hatten, ist die Temperatur unmittelbar nach 
der Arbeit bis um 2° erhéht, so daf die Steigerung des Umsatzes 
in den ersten 10 Minuteu zum groBen Teil auf Hyperthermie zu be- 
ziehen ist. Dasselbe diirfte aber auch fiir die Versuche, die wir erst 
nach'Absinken der Rektaltemperatur auf die Norm begonnen hatten, 
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Geltung haben, denn selbst bei normaler Rektumtemperatur kann 
die Temperatur im Innern der Muskulatur erhéht sein. Vielleicht 
spielen hier auch noch unbekannte toxische Substanzen (Ermii- 
dungsgifte) eine gewisse Rolle. 

Die Intensitaét der Arbeit hatte in den Versuchen keinen wahr- 
nehmbaren Einfiu@, wie aus den Tabellen leicht zu ersehen ist: 


Die Kohlensiureausscheidung 
zeigt ungefiahr dasselbe Verhalten wie der Sauerstoffverbrauch. [hre 
Werte gehen ebensowenig unter die Norm herab, wie die des Sauer- 
stoffverbrauches; wie dieser ist die Kohlensiurebildung in der 
ersten Zeit nach der Arbeit erhéht, um dann zur Norm abzufallen, 
jedoch ohne mit der Sauerstoffaufnahme gleichen Schritt zu halten, 
was aus dem Verhalten des respiratorischen Quotienten hervorgeht. 


Der respiratorische Quotient, 
der in den ersten Minuten nach der Arbeit auffallend niedrig ist 
(in der Durchschnittstabelle 0,64), zeigt noch bis zum Ende der 
ersten Stunde kleine Werte, und geht dann zur Norm zuriick. Der 
kleinste Wert, den wir beobachten konnten, war 0,60*). Dieses 
Absinken des respiratorischen Quotienten nach anstrengender Ar- 
beit hatten schon die oben genannten Autoren beobachtet. 

In ihren Versuchen erfolgte unmittelbar nach der Arbeit zu- 
nachst ein bedeutender Anstieg des respiratorischen Quotienten, 
darauf ein Abfall unter die Norm. 

A. Léwy erklart die erwihnten Schwankungen des respira 
torischen Quotienten aus Anderungen der AtemgréBe. Nach Be- 
endigung der Arbeit kehren Atmung und Zirkulation nicht sofort 
zur Norm zuriick, sondern sind je nach Anstrengung und Ermii- 
dung lingere oder kiirzere Zeit gesteigert, weil, wie Zuntz und 
Geppert gezeigt haben, wahrend der Muskeltatigkeit gebildete 
Stoffe, die einen Reiz fiir das Atemzentrum bilden, noch in Zirku- 
lation sind. Vermehrte Atmung und bessere Zirkulation bedingen 
eine bessere Ventilation des Blutes und dadurch eine erhéhte Aus- 
fuhr von Kohlensiéure, deren Abgabe bekanntlich von der Diffe- 
renz ihrer Spannung im Blute und in der Alveolarluft abhangt; 
diese Mehrausfuhr der Kohlensaure mu8 den respiratorischen Quo- 
tienten in die Héhe treiben. Wenn sich nachher Respiration und 


*) Der Wert 0,58 vom 28. VII. wurde nur in diesem einen Versuche, 
der in die Verdauungszeit fallt, beobachtet. 











468 ©. Porges und E. Pribram: 


Zirkulation allmahlich verlangsamen, sind die Bedingungen fiir 
die Kohlensaéureausfuhr wieder ungiinstiger als vorher, es wird 
Kohlenséure im Blute und in den Geweben zuriickgehalten, bis 
der Kohlensiiuregehalt wieder auf den Normalwert zuriickgekehrt 
ist; der respiratorische Quotient sinkt ab. Da8 die Anderungen 
der Ventilation tatsiichlich die bezeichnete Schwankung des respi- 
ratorischen Quotienten herbeifiihren kénnen, haben kiirzlich 
Bornstein und v. Gartzen'*) durch eigene Versuche bewiesen, 
in denen sie ihr Atemvolumen willkiirlich inderten. Das von den 
friiheren Autoren beobachtete Ansteigen des respiratorischen Quo- 
tienten unmittelbar nach der Arbeit haben wir in unseren Ver- 
suchen vermiBt. Diese Versuche waren aber zu einer Zeit be- 
gonnen, zu der bei Speck, Katzenstein und Léwy, Zuntz und 
seinen Mitarbeitern die Erhéhung des respiratorischen Quotienten 
bereits einem Absinken unter die Norm gewichen war. 

Einen Anhaltspunkt kénnte uns in dieser Hinsicht ein Ver- 
gleich der Ventilation unmittelbar vor dem Versuche und wih- 
rend des Versuches liefern. Denn war das Atemvolumen vor dem 
Versuche wesentlich gréBer als wiihrend desselben, so ist der nie- 
drige respiratorische Quotient auf eine Zuriickhaltung von Kohlen- 
siure infolge verlangsamter Ventilation zuriickzufiihren. Aus un- 
seren Versuchsprotokollen ist eine Uberventilation in den Ruhe- 
minuten unmittelbar vor dem Versuche nicht zu ersehen. Gerade 
die 4 Versuche mit den niedrigsten respiratorischen Quotienten er- 
geben sogar simtlich in den der Probenahme vorangehenden Mi- 
nuten etwas niedrigere Lungenventilation als wihrend derselben. 

Allerdings hiitte eine noch weiter zuriickliegende Mehrventi- 
lation eine derartige Auspumpung der Blutkohlensiure bewirken 
kénnen, da8 die darauf folgende Zuriickhaltung sich noch bis in 
den Versuch hinein erstreckte. 

Um iiber diese Verhiltnisse weiteren Aufschlu8 zu gewinnen, 
haben wir einen Ruheversuch unmittelbar an die Steigarbeit an- 
geschlossen. Der respiratorische Quotient muBte in einem solchen 
Versuche durch Mehrventilation erhéht sein, falls nicht die Uber- 
ventilation durch nachfolgendes geringeres Atemvolumen bereits 
kompensiert war. Wir begannen mit der Entnahme der Gasprobe, 
wihrend der Hund noch im vollen Laufe war, stellten hierauf die 
Tretbahn ab und dehnten den Versuch auf die ersten Minuten der 
' Ruhe aus. Der Versuch ergab folgende Zahlen: 


Se 
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“Ver. | O-Ver- | CO,-Ab-|Atem-| Autge- | Ab- 











; 

_ | brauch | gabe | gréBe egebene | = = 
Datum | suchs | to. Seeneten dee E nommener | Soh len- a5 

| act exspir. Luft in Sauerstoff sure | 


24. Vil. 3 358-421 514%, | 3.33%, | 2571 190,97 | 77,86 | 0,65 


Im sthonersen_saoncosenied Laufversuche hatten wir folgende Werte: 





Ver | O-Ver- CO, -Ab- | Atem-| Pro Minute in em* 
brauch gabe griéBe | Aufge- | abgege- 
in Prozenten der Min ‘nommener bene 

__exspir. Luft in. | Sauerstoff | oc 


24. VIIL.|34°—47"*») 5,10%, | 384%, | 8,53 | 400,00 | 300,20 | 0,26 


| 

| 
Datum = suchs- | hl 
zeit 


I Respirat. 
Quot 


Der Vergleich der beiden respiratorischen Quotienten ergibt, 
daB auch in diesem Versuche die Zahl nach der Arbeitsleistung 
eine niedrigere ist, als wihrend derselben. Eine durch Uberventi- 
lation hervorgerufene Steigerung unmittelbar nach dem Laufen 
kann hier also nicht die Ursache des beobachteten Absinkens sein. 
Es bleibt nun noch die Méglichkeit, da8 eine Verringerung der 
Ventilation in der Ruhe im Vergleiche zur vorangehenden Lauf. 
periode die Zuriickhaltung der Kohlensiure und damit das Ab- 
sinken des respiratorischen Quotienten verursacht haben kann. 

Dafiir, cb die Ventilation dem Sauerstoffbedarf entspricht. 
gibt das prozentuale Sauerstoffdefizit in der Exspirationsluft einen 
Anhalt. Dieses Defizit ist im Ruhe- und im Laufversuch fast 
gleich (5,14 X 5,10°/9). Doch bleibt zu erwigen, da die fiir die 
Kohlensiureabgabe des Blutes maBgebende Zusammensetzung der 
Luft in den Lungenalveolen nur so lange der Exspirationsluft 
parallel geht, wie die Atemtiefe unverandert bleibt. Diese aber 
nimmt alsbald nach dem Stillstande des Tieres infolge der Warme- 
tachypnoe erheblich ab. 

Die Beobachtung zeigte uns auch tatsichlich, daB unser Tier 
tachypnoisch war. Wir beobachteten nach dem Stehenbleiben 
49 Atemziige in der Minute, was fiir den einzelnen Atemzug ein Vo- 
lumen von ca. 53 cm’ ausmacht. Mithin war die Atmung sehr ober- 
flichlich und deshalb wahrscheinlich die Ventilation im Vergleich 
zum vorangehenden Laufversuche, bei welchem die Atmung sehr 
tief war, verringert, obzwar die Prozentzahlen des verbrauchten 
Sauerstoffes in beiden Versuchen yon gleichem Betrage sind. Da 
aber bei herabgesetzter Ventilation der Alveolen Kohlensaéure im 


Blute zuriickgehalten wird, muB der respiratorische Quotient sinken. 
Biochemische Zeitschrift Band III. 31 
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Auch in unseren anderen Versuchen diirfte der unternormale 
respiratorische Quotient wenigstens teilweise auf die durch Warme- 
tachypnoe verursachte Zuriickhaltung der Kohlensaure zuriickzu- 
fiihren sein. Dafiir spricht wenigstens die Beobachtung, daB die 
niedrigen respiratorischen Quotienten fast regelmifig mit einer 
niedrigen Prozentzah] der Respirationsluft an aufgenommenem 
Sauerstoff und an abgegebener Kohlensiure einhergehen. Mit der 
Tachypnoe steigt naimlich das Atemvolumen, wihrend die tatsich- 
liche Ventilation der Alveolen sinken kann. So finden wir fiir das 
Mittel der Prozentzahlen an Sauerstoff und Kohlensiure bei einem 
durchschnittlichen respiratorischen Quotienten von weniger als0,65, 
und grobem Atemvolumen (4,11 1) kleinere Werte als bei einem 
respiratorischen Quotienten von tiber 0,65 und kleinerem Atem- 
volumen (1,68, 1,71), was folgende kleine Ubersichtstabelle lehrt: 











Sauerstoff- Kohlensiure- = 
RQ verbrauch abgabe Atemvolam Mittel -_ 
in Prozenten der Exspirationsluft > Saas aan 
unter 0,65 2,85 1,89 4 10 
0,65—0,70 4,90 3,34 1,68 | 44 
iiber 0,70 4,74 3,46 1,71 57 








In erster Linie aber ist wohl in den meisten Versuchen, ab- 
gesehen von dem eben besprochenen, fiir den beobachteten nie- 
drigen respiratorischen Quotienten der schon oben erwihnte Zu- 
sammenhang verantwortlich zu machen, da8 wiihrend der Arbeit 
eine Verarmung des Blutes und der Gewebe an Kohlensiure 
zustande kommt, welche in der nachfolgenden Ruheperiode durch 
Zuriickhaltung von CO, wieder ausgeglichen wird. Diese Vermu- 
tung findet eine Stiitze in den Untersuchungen von Geppert und 
Zuntz"'), welche gefunden haben, da wihrend der Arbeit die 
Atmung iiber das Bediirfnis hinaus gesteigert ist. Dies zeigt in 
unseren Versuchen schon der Vergleich der Prozentzahlen fiir das 
Sauerstoffdefizit in Ruhe- und Arbeitsversuchen (5,36°/o in dem 
ersteren, 4,31°/p in dem letzteren Falle, vgl. Tabelle der Arbeits- 
versuche). In den oben erwiihnten Arbeiten von Speck, Katzen- 
stein usw. handelte es sich im Gegensatz zu unseren Beobach- 
tungen um kurz dauernde Versuche, in denen die Erschépfung 
des Blutes an CO, noch nicht eintreten konnte. In den spiiteren 
Arbeitsstadien wird iiberdies durch Uberhitzung die Ventilation 
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noch in erheblicherem MaBe gesteigert. So beobachteten wir im 
Mittel der zusammengehorigen Arbeitsversuche am Beginn der 
Arbeit 4,28 °/o, am Ende der Arbeit 3,51°/) Sauerstoffdefizit. Da- 
zu kommt noch, da8 die durca die Kérperanstrengung verursachte 
Abnahme der Blutalkaleszenz [Zuntz und Geppert"'), Cohn- 
stein'*] die Bindungsfihigkeit des Blutes fiir Kohlensiiure ver- 
ringert und auf diese Art zu einer Auspumpung der Kohlensiiure 
fiihrt. Nach Beendigung der Arbeit halten diese Bedingungen noch 
kurze Zeit an, bald aber wird die Ventilation geringer, durch Oxv- 
dation der sauren Produkte kehrt die Alkaleszenz zur Norm zu 
riick, beides Ursachen fiir eine Zuriickhaltung von Kohlensiure. 

Nicht unerwiahnt mag bleiben, dafi auch die intermediiire Bil- 
dung von sauerstoffreicheren aus sauerstoffirmeren Stoffen beim 
Absinken des respiratorischen Quotienten beteiligt sein kénnte, z. 
B. der Ersatz des erschépften Glykogenvorrates aus Eiweif oder 
Fett (Magnus-Levy)'%). 

So fand Zuntz in der Tat beim hungernden Hunde, bei wel- 
chem durch Phloridzin Zucker entzogen und so eine Neubildung 
von Zucker aus Fett oder Eiweif angeregt wurde, einen respirato- 
rischen Quotienten von 0,66 bis 0,63. Aus einem derartigen Vor- 
gange diirften sich nach Magnus-Levvy auch die niedrigen respi- 
ratorischen Quotienten mancher Diabetiker erklaren lassen. 

Lehmann und Zuntz fiihren auf einen ahnlichen Vorgang 
die von ihnen beobachteten abnorm niedrigen respiratorischen Quo- 
tienten zweier hungernder Menschen zuriick. 


Die Atmung wihrend der Ermiidung. 


Das Wichtigste iiber die Atmung wahrend der Ermiidung ist 
schon im Vorangehenden gesagt worden. Danach war die Atem- 
gréBe auBer von der Menge der Stoffwechselprodukte noch abhingig 
von dem Bediirfnis, Wirme abzugeben. Die niedrigsten Prozent- 
zahlen fiir aufgenommenen Sauerstoff und abgegebene Kohlensiure 
der Exspirationsluft wurden daher in den Versuchen beobachtet, 
in denen ein Mifverhialtnis zwischen Warmeproduktion und Még- 
lichkeit, die Wiirme abzugeben, bestand, in der ersten Zeit nach 
vollendeter Steigarbeit an heiBen Tagen. Wir hatten leider keine 
Gelegenheit, die Zahl der Atemziige zu registrieren, notierten aber 
allemal in den Versuchen, die ein groBes Atemvolumen, aber kleine 
Prozentzahlen an ausgeschiedener Kohlensiiure und aufgenomme- 
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nem Sauerstoff zeigten, eine sehr frequente Atmung. Ein aus- 
gesprochenes ,,Hacheln“, d.h. Wirmetachypnoe konnten wir an 
besonders heiben, schwiilen Tagen beobachten. 

Weiter wirkt auch die von Zuntz und Geppert nachge- 
wiesene Anwesenheit von wihrend der Arbeit gebildeten Reiz- 
stoffen steigernd auf die Atmung. Von Interesse ist es, da8 sogar 
noch 5 Stunden nach beendeter Arbeit im Mittel der Versuche 
eine Steigerung der Ventilation um 17 °/) zu beobachten ist. 

Im Zustande der Ermiidung hatte das Versuchstier zuweilen 
eine an den Cheyne-Stokesschen Atemtypus erinnernde Atmung. 
Auch bei normalen, nicht ermiideten Tieren und ebenso bei 
Menschen werden nach Zuntz und Geppert'') sowie Mosso ")*') 
gewisse Schwankungen der AtemgréBe beobachtet. Beziiglich der 
Erklarung dieses Phiinomens verweisen wir auf die genannten Ar- 
beiten. Hier seien nur einzelne Reihen aus unseren Versuchspro- 
tokollen mitgeteilt, aus denen das periodische Anschwellen und 
Abklingen der AtemgréBe deutlich zu ersehen ist. 








20. VI., 40 Min. nach 23. VI., 20 Min. 27. VI., 1 Std. 
geleisteter Steigarbeit. nach geleisteter 50 Min. nach ge- 
~— Steigarbeit. leisteter Steigarbeit. 

Zeit volumen 

in Litern Atem- Atem- 
433 3.0 Zeit voiumen Zeit volumen 
113 3.0 in Litern in Litern 
4 4,4 
4,2 2" 2,0 i 2,6 
= 5,0 21s 233 5 Bb 
is =. 3= 2,6 5% 3,8 
4 3,1 2% 3,0 5™ 1,1 
"he 4,1 ae 2,8 5” 3,9 
421 45 »$0 3,2 F 5* 3,9 

. 4 yy 
423 + 6,0 3,2 J 5” 29 

, 
474 39 ym 3.8 5 3.1 
12 BAD | 6.9 2% 3,3 5= 3,6 
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EinfluB einer Reihe von Arbeitstagen auf den 
Ruheumsatz. 

Nachdem es sich herausgestellt hatte, daf die Ermiidung den 
Ruheumsatz nicht einzuschriinken vermag, war noch die Méglich- 
keit in Betracht zu ziehen, da eine lingere Periode von Lauf- 
iibungen allmiahlich den Stoffwechsel zu iindern imstande ist. 
Eine teleologische Betrachtungsweise laBt einen solchen Vorgang 
plausibel erscheinen. Uber diese Frage liegen, wie schon in der 
Einleitung erwahnt wurde, zwei Untersuchungen vor. Zuntz 
und Schumburg’) fanden bei ihrer ersten Versuchsperson, 
Herrn P., am Schlusse einer Periode von anstrengenden Marsch- 
iibungen im Mittel einen Ruheumsatz von 287 em® O-Verbrauch 
gegen 278 cm® im Beginne des Trainings. Herr B., die andere 
‘ Versuchsperson, hatte 240 cm* Sauerstoffverbrauch vor, 267 em*® 
nach der Marschperiode. Das Kérpergewicht betrug am Beginne 
bei P. 68,84 kg, bei B. 64,24 kg, am Ende der Marschperiode 
68,88 kg bei P., 62,99 kg bei B. [hr Umsatz hatte also nicht nur 
nicht abgenommen, sondern war nicht unerheblich gestiegen, was 
noch mehr hervortritt, wenn der Umsatz auf Kérperkilogramme 
berechnet wird. 





Versuchs- Vor den Versuchen Nach den Versuchen 
person | cm*O prokg Kirpergew.u. Min. | cm*O pro kg Kérpergew. u. Min. 


Herr P. 4,04 4,30 
= 3,74 4,24 


Zuntz und Schumburg beziehen diese Stoffwechselsteige- 
rung auf Zunahme der Muskulatur, also Ansatz von atmendem 
Protoplasma, wiahrend der Fettvorrat, wie sie zeigen, zuriickge- 
gangen war. Einen zweiten hierher gehérigen Versuch von Zuntz 
teilt Slowtzoff®) mit. Ein Hund, der lange Zeit im Kiafig ein- 
gesperrt und so an jeder ausgiebigen Bewegung gehindert war, 
wurde durch drei Wochen zu taglicher anstrengender Steigarbeit 
veranlaBt. Der Ruheumsatz am Beginne der Laufperiode betrug 
entsprechend 161,1cm* O, am Schlusse entsprechend 180,4 cm® O. 
Es hatte also auch in diesem Versuche der Ruheumsatz durch das 
Training eine Steigerung erfahren. 
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Auf Koérperkilogramme berechnet: 





Beginn der Laufperiode. ‘SchluB der Laufperiode. 
Kirpergew. Sauerstoffverbrauch | Kirpergew. | Sauerstoffverbrauch 
(kg) | pro kg u. Minute (kg) | pro kg u. Minute 





2835 1415 | 97,60 16,02 


SchlieBlich sind noch die Erfahrungen zu erwihnen, welche 
die von Zuntz*) geleitete Hochgebirgsexpedition gesammelt hatte. 
Die Teilnehmer der Expedition (Kolmer, Miiller und Léwy) 
hatten vor der Tour in Berlin einen Ruheumsatz von durchschnittlich 
247,7 em® bei 0,80 R. Q., in Brienz von 235,1 em® bei 0,79 R. Q., 
nach einer Periode von Mirschen und Touren am Brienzer Rot- 
horn einen durchschnittlichen Verbrauch von 221,0 cm® bei 
0,79 R.Q. Der Umsatz war also erheblich zuriickgegangen. Dies 
mu jedoch, wie sich aus Versuchen an den in Brienz zuriickge- 
bliebenen Teilnehmern der Expedition ergibt, dem Einflusse des 
Hoéhenaufenthalts zugeschrieben werden. Von diesen drei Teil- 
nehmern, welche dasselbe Ma von Muskelarbeit wie die erste 
Gruppe geleistet hatten, zeigte einer (Waldenburg) eine ausge- 
sprochene Steigerung des Verbrauches, die beiden anderen (Zuntz 
und Caspari) hatten zum mindesten keine Herabsetzung. 

In unseren Versuchen konnten wir keine Veriainderung des 
Ruheumsatzes unter dem Einflusse einer kleineren Periode von 
Arbeitstagen nachweisen. Wie sich aus der Generaltabelle ergibt, 
hatte der Hund am ersten Arbeitstage (19. VI.) nach beendeter 
Steigarbeit einen Ruheumsatz von 63,3 und 65,75 cm® an ver- 
brauchtem Sauerstoff. Am 30. VI. nach einer Reihe von 10 Arbeits- 
tagen mit nur eintigiger Unterbrechung (24. VI.) betrug der Ruhe- 
umsatz entsprechend 60,87 und 62,69 cm* verbrauchtem Sauer- 
stoff, also Zahlen, welche mit denen vom Beginne der Arbeits- 
periode innerhalb der normalen Schwankungen iibereinstimmen. 
Jetzt folgte eine Ruhezeit von 9 Tagen, nach deren Ablauf der Um- 
satz entsprechend 66,60 cm® ausmachte. Am 14. VII., nach 4ti- 
giger Arbeit hatten wir Ruhewerte von 62,82 cm® und 64,74 cm’, 
am 18. VII. (5. Ruhetag) 66,60 cm*. In der folgenden Zeit wechselt 
immer ein Ruhetag mit einem Arbeitstag. Am Ende dieser Periode 
(18. VII. — 31. VII.) hatten wir 59,51 cm*O. Am Schlusse der 
folgenden 9 taigigen Ruheperiode hatten wir am 8. VIII. als nie- 
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drigsten Wert 62,13 cm®, am 9. VIII. 66,31 cm*. In der letzten 
Zeit unserer Versuche wechseln Arbeitstage regelmaBig mit Ruhe- 
tagen. Am 13. VIII. betrug der Umsatz entsprechend 61,65 und 
58,41 cm® Sauerstoff. In der ganzen Zeit unserer Versuche hatte 
sich das Kérpergewicht des Hundes nicht erheblich geiindert. In 
nachfolgender Tabelle sind die Werte nach Arbeits- und nach Ruhe- 
perioden einander gegeniiber gestellt. Es ergibt sich als Durch. 
schnitt der ersteren 61,53 cm, als Durchschnitt der letzteren 
65,11 cm*. Der Umsatz simtlicher Ruheversuche am nicht ermii- 
deten Tiere entsprach, wie wir schon angefiihrt haben, im Mittel 
63,60 cm*® Sauerstoff, am ermiideten Tiere, nachdem die Nach 
wirkung der Arbeit vollstandig abgeklungen war, 64,28 em*® Sauer 
stoff. Demnach liegt die Differenz zwischen Umsatz am Ende der 
Ruhe- und Arbeitsperioden noch innerhalb der normalen Schwan 
kungen, doch sprechen die Versuche im Sinne einer geringen 
Abnahme des Ruheverbrauchs durch die vorangegangene starke 
Ubung der Muskulatur. Zum Vergleiche mit dem oben ange- 
fiihrten Versuche von Zuntz sind unsere Beobachtungen nicht 
ohne weiteres geeignet, denn unser Versuchshund war vor Beginn 
unserer Untersuchungen in Freiheit gehalten worden und hatte 
auch mitunter auf der Tretbahn laufen miissen, wihrend das von 
Zuntz beobachtete Tier aus einer Periode strengster Ruhe in eine Pe- 
riode angestrengter Kérperabeit kam. Eher wiire schon eine Gegen 
iiberstellung der Versuche von Zuntz und Schumburg zulassig, 
doch dehnen sich ihre Versuche auf liingere Zeit aus als die unse- 
rigen. Jedenfalls kénnen wir aus unseren Versuchen schlieBen, 
daB kiirzere Arbeitsperioden bzw. Ruheperioden den Ruheumsatz 
nicht wesentlich indern. 


Nach den Ruheperioden Nach den Arbeitsperioden 
Sauerstoffverbrauch in ccm Sauerstoffverbrauch in ccm 
63,30 60,87 
65,75 62,69 
66,60 62,82 
66,60 64,74 
62,13 59,51 

61,65 
66,31 58,44 





Mittel 65,11 Mittel 61,53 
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B. Versuche am verdauenden Tiere. 

Die vorangegangenen Erérterungen beziehen sich auf Ver- 
suche am niichternen Tiere. Die Verdauung steigert, wie bekannt, 
den Ruheumsatz bei gemischter Nahrung etwa bis zu 18 — 20 
Stunden nach der Nahrungsaufnahme (Magnus-Levy)*®). Dem 
entsprechend fanden wir fiir den Ruhestoffwechsel in der 13.—18. 
Stunde der Verdauung des nicht ermiideten Hundes noch eine 
Erhéhung des Umsatzes des vollkommen niichternen Versuchs- 
tieres (ber 20 Stunden nach der letzten Nahrungsaufnahme) von: 


Sauerstoff Kohlenséure Resp. Quot. AtemgriBe Zahl 
pr. Min. inem’ pr. Min. in cm* pr.Min.inLit. der Versuche 
63,60 45,04 0,70 1,35 2h 
auf: 
70,44 56,47 0,82 1,68 25 


Das ist also um ca. 11°/9 des Sauerstoffverbrauches in niich- 
ternem Zustande. Um nun auch den Einflu8 der Ermiidung auf 
den Stoffwechsel des Tieres wihrend der Verdauung zu ermitteln, 
fiitterten wir den Hund am 28. VII. vor dem Versuche, mit seiner 
Tagesration. Eine halbe Stunde nach der Fiitterung betrug der 
Sauerstoffverbrauch 94,44 cm* pro Min., die Kohlensiiureabgabe 
66,94 cm® (Vgl. die Generaltabelle). Das bedeutet einen Mehrver- 
brauch an Sauerstoff um etwa 48°/, des Grundumsatzes. Darauf 
legte der Hund auf der Tretbahn einen Weg von 4548 m Lange und 
1326 m Steigung zuriick. Der Ruheumsatz betrug 19 Min. nach der 
Steigarbeit (in der vierten Verdauungsstunde) 119,9 cm* Sauerstoff, 
69,55 cm® Kohlensiiure, 2 Std. 14 Min. nach der Steigarbeit, (in der 
sechsten Verdauungstunde) 97,13 cm* Sauerstoff und 71,08 cm* 
Kohlensiure, 4 Std. 26 Min. nach der Steigarbeit (in der achten Ver- 
dauungsstunde) 111,40 cm® Sauerstoff und 88,15 cm* Kohlensiure. 


Aus unseren Zahlen ergibt sich demnach, da die Ermiidung 
die normale Steigerung des Ruheumsatzes wihrend der Verdauung 
jedenfalls nicht _herabzudriicken vermag. Dieses Ergebnis ist fiir 
die Erklarungsversuche der Umsatzsteigung wahrend der Verdauung 
von Interesse. Wihrend Zuntz und seine Schule diese Steigerung 
im wesentlichen auf die Verdauungs- und Resorptions-Arbeit be- 
ziehen, haben Fick**) u. a. die Ansicht ausgesprochen, daf diese 
Steigerung von Mehrangebot von oxydierbarem Material herrilrt. 
Rubner"”) endlich glaubt, daB der Mehrverbrauch durch eine Um- 
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formung der Nahrungsstoffe im Organismus, durch welche Sauer- 
stoff gebunden wird, bedingt ist. Da® ein Mehrangebot an oxy- 
dabeln Stoffen nicht die Ursache der Mehrzersetzung sein kann, ist 
aus unserem Versuche zu entnehmen. Denn das Mehrangebot 
miBte durch Mehrverbrauch bei der betrichtlichen Steigarbeit 
kompensiert worden sein, und es wiiren nach der Steigarbeit dann 
normale Ruhewerte zu erwarten gewesen. Wie aber das Versuchis- 
resultat zeigt, war der Verbrauch fast auf das doppelte gesteigert. 


Il. Einfluf der Ermiidung auf den Arbeitsumsatz. 

Anhangsweise teilen wir einige Versuche iiber den EinfluB der 
Ermiidung auf den Arbeitsumsatz des Hundes mit. Zu diesem 
Zweck lieben wir den Hund in gleichmaBigem Tempo auf einer 
ansteigenden Tretbahn laufen und bestimmten seinen Stoffumsatz 
zu Beginn und am Ende der Steigarbeit. Die ganze Versuchs 
anordnung und die Entnahme der Atemprobe wiahrend des Laufens 
war dieselbe, wie sie Zuntz in seiner Arbeit (,,Uber den Stoff 
verbrauch des Hundes bei Muskelarbeit,‘‘ Pfliiger’s Arch. Bd. 68 
1897) angibt. Da die Arbeit des Tieres im frischen und ermiideten 
Zustande annahernd denselben Wert hatte, so geht aus dem Ver- 
gleiche der Zahlen zu Beginn und am Schlusse der Arbeit der 
Einflu8 auf den Stoffverbrauch unmittelbar hervor. 

Die Geschwindigkeit, mit welcher das Versuchstier seinen 
Weg zuriicklegt, die Steigung dieses Weges, sowie die bei den Ver- 
suchen gewonnenen Werte fiir Sauerstoffverbrauch und Kohlensiiure- 
produktion sind aus folgender Tabelle leicht zu ersehen (Seite 478 
und 479). 

Es ergibt sich zuniichst in jedem einzelnen Versuche eine 
betriichtliche Steigerung des Arbeitsumsatzes im Ermiidungszu- 
stande. Als Mittel der Versuche am Beginn der Steigarbeit er- 
halten wir einen Umsatz pro kg Kérpergewicht und 1000 m Weg 
entsprechend 764,3 cm* verbrauchten Sauerstoffes = 3622 kalo- 
rien, am Ende der Steigarbeit 871,8 cm* verbrauchten Sauer- 
stoffes = 4099 kalorien. Die durch die Ermiidung bewirkte Um- 
satzsteigerung betriigt mithin 13,2 °/y. Da aber am Ende der Arbeit 
die Ventilation im Vergleich zum Beginne erhéht war, so entfallt 
ein Teil dieser Umsatzsteigerung auf erhohte Atemarbeit. Bringen 
wir fiir 1 | Ventilation pro Minute 5 cm* Sauerstoff in Anrech- 
nung, so betriigt der Verbrauch am Ende der Arbeit abziiglich 
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des Betrages fiir die Mehrventilation 852,7 cm* Sauerstoff ent- 
sprechend 4010 kalorien. Nach dieser Berechnung bleibt am Ende 
der Arbeit ein Mehrverbrauch von 10,7°/o. Die umsatzsteigernde 
Wirkung der Ermiidung wurde schon wiederholt beobachtet, so 
von A. Léwy®), Zuntz u. Schumburg®), Leo Zuntz, Léwy, 
Miiller u. Caspari*) u. a. Die von uns beobachtete Steigerung 
des Umsatzes um 10°/o steht mit den diesbeziiglichen Ergebnissen 
von Zuntz u. Schumburg beim Menschen in auffallender Uber- 
einstimmung. 

Als Ursache fiir die umsatzsteigernde Wirkung der Ermiidung 
spricht A. Léwy unzweckmafige und undkonomische Arbeit an, 
die im Ermiidungszustande bis dahin geschonten fiir die vor- 
liegende Art der Arbeit nicht geiibten Muskeln tibertragen wird. 
Am Hunde hat Zuntz*®) einige Versuche angestellt, die mit den 
unsrigen vergleichbar sind. Zuntz bezieht den erhéhten Stoff- 
umsatz teilweise auf erhéhte Kérpertemperatur wahrend der Arbeits- 
leistung. In unsern Versuchen ist die Mitwirkung eines derartigen 
Einflusses sehr wahrscheinlich, denn die Ventilation, welche beim 
Hunde an der Wiarmeregulation beteiligt ist, war in den Versuchen 
am ermiideten Tiere meist gréBer als am frischen Tiere, was durch 
Gegeniiberstellung der Prozentzahlen an verbrauchtem Sauerstoff 
und abgegebener Kohlenséure in der Respirationsluft zum Vor- 
schein kommt. Im Mitte] waren in den Versuchen am frischen Tiere 
4,28 °/) Sauerstoff der Respirationsluft verbraucht und 3,22 °/, 
Kohlensaure abgegeben worden, in den Versuchen am ermiideten 
Tiere 3,51°/9 und 2,47 °/o. Weiter scheint sich aus unseren Ver- 
suchen ein EinfluB des Trainings im Sinne der 6konomischeren 
Arbeit zu ergeben. In den ersten zwei Versuchen (19. VI. und 
20. VI.), die in den Beginn der Laufversuche fallen, ist fiir die- 
selbe Arbeitsleistung der Stoffverbrauch im Vergleiche zu den 
spiiteren Versuchen deutlich vermebrt. 


Zusammenfassung. 
1. In der Ruhe nach ermiidender Kérperarbeit ist der Umsatz 
zu keinem Zeitpunkte geringer als im nicht ermiideten Zustande. 
2. Vielmehr ist der Stoffwechsel die erste Zeit nach der Arbeit 
erhéht, um nach kiirzerer oder laingerer Zeit auf die Norm abzu- 
sinken. 


: 
2 
ee 





Respiratorischer Stoffwechsel nach ermiidender Arbeit. 481 


3. Der respiratorische Quotient ist wihrend der ersten Zeit 
nach der Arbeit meist abnorm niedrig, es wird ein Teil der gebil- 
deten Kohlensiure zuriickgehalten, weil das Blut vorher durch 
eine Anzahl yon Einfliissen an Kohlensiiure verarmt war (Siuerung 
des Blutes, vermehrte Ventilation infolge Uberwairmung wihrend 
und unmittelbar nach der Arbeit), vielleicht auch, weil infolge von 
oberflaichlicher flacher Atmung (Wiarmetachypnoé) die Ventilation 
und damit die Bedingung fiir die CO,-Abgabe im Vergleich zur 
vorangehenden Laufperiode ungiinstig ist. 


4. Mehrtiigige Arbeits- oder Ruheperioden bewirken keine er- 
heblichen Verinderungen des Ruheumsatzes. 


5. Kérperanstrengung und Ermiidung haben keinen wahr- 
nehmbaren Einflu8 auf die umsatzsteigernde Wirkung der Ver- 
dauung. 


6. Im Ermiidungszustande ist fiir dieselbe Arbeitsleistung ein 
groéBerer Energieaufwand notwendig als im ausgeruhten Zustande. 


Zum Schlusse erlauben wir uns Herrn Geh.-Rat. Prof. Zuntz 
fiir die Anregung zu dieser Arbeit und fiir das wohlwollende 
Interesse, das er ihr entgegengebracht hat, den Herren des Institutes, 
besonders Herrn Assist. Hans Pichtner, fiir ihre Unterstiitzung 
herzlich zu danken. 
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Uber den Einfluf des Sauerstoffes bei der Schidigung 
der Fermente (Invyertin) durch Warme. 


Von 


A. Jodlbauer. 


(Aus dem pharmakologischen Institut Miinchen.) 


(Eingegangen am 1. Februar 1907.) 


Die Frage nach der Wirkung des Lichtes auf Fermente hat 
von den verschiedenen Forschern verschiedene Beantwortung er- 
fahren. Einige, Downes und Blunt 1879), Fermi und Pernossi 
1894 *), wiesen eine Schidigung durch Licht nach, andere, 
Emmerling 1901*), Weif 1901‘), fanden keine solche. Die Be- 
lichtung geschah stets unter Glas inder Sonne. Schmidt-NielBen 
1905°), der Chymosin als Versuchsobjekte wihlte, verwendete im 
Gegensatz zu den Versuchen der vorher angefiihrten Autoren statt 
der GlasgefiBe Quarzcuvetten mit planparallelen Wandungen. Hier- 
durch wird das Eindringen der ultravioletten Strahlen erméglicht, 
die durch Glas bekanntlich nicht hindurchgehen. Er fand, daB es 
eben die ultravioletten Strahlen sind, die Fermente (Chymosin) zer- 


) A. Downes und T. P. Blunt, On the Influence of light upon 
protoplasm. Proceedings of the Royal Society. 28, 205. 

*) Fermi und Pernossi, Uber die Enzyme. Zeitschrift fiir Hygiene 
and Infektionskrankheiten. 18, 86. 

5) O. Emmerling, Die Einwirkung des Sonnenlichtes auf die En- 
zyme. Berichte der Deutsch. chem. Ges. 84, 3811. 

*) Wei8, Studier over proteolytiske Enzymer i spirende byg 
(Malt.). Meddelelser fra Carlsberg laboratoriet 5. Bind 3de Hefte pag. 239 
zitiert nach Schmidt-Niel Ben. 

5) Schmidt-NielBen, Die Wirkungen des konzentrierten elektri- 
schen Bogenlichtes auf Chymosin, Chymosinogen und Antichymosin. Mit- 
teilungen aus Finsens med. Lysinstitut IX. Heft pag. 199. 
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stéren, wiihrend der andere Teil des Spektrums allein ohne Ein- 
fluB ist. Dann schaltete er seinen Cuvetten Glas vor, so blieb die 
Lichtwirkung aus. Allerdings war nach mehrstiindiger Belichtung 
mit durch Glas filtrierten Lichstrahlen die zur Koagulation der 
Milch nétige Zeit (normal 3 Minuten) um '/s;—'/, Minuten ver- 
langert. Doch fiihrt Schmidt-NielBen dies auf Versuchsfehler zu- 
riick und schlieBt sich betreff der sichtbaren Strahlen Em merlings 
Ansicht an. , 

Hierdurch sind aber die vorerwahnten Widerspriiche keines- 
wegs gehoben, da siimtliche friiheren Forscher GlasgefaBe verwen- 
det haben. Uber die Wirkung der sichtbaren Strahlen aber ein- 
deutige Ergebnisse zu erhalten, war fiir die Erkenntnis der photo- 
dynamischen Wirkung fluoreszierender Stoffe unbedingt nétig. Denn 
nur dadurch war ein Entscheid méglich, ob die Wirkung des 
Lichtes allein und die des Lichtes +- fluoreszierender Substanz we- 
sensgleich sind. Fiir letztere stand fest, dab sie sich nur bei Sauer- 
stoffgegenwart vollzieht. Sind Lichtwirkung und photodynamische 
Wirkung qualitativ gleiche Vorgiinge, so miissen die sichtbaren 
Strahlen wirksam sein und ferner mu8 die Wirkung von der Sauer- 
stoffanwesenheit abhangen. 

Die Untersuchungen von Tappeiners und mir’) *) haben 
nun einwandfrei die Wirksamkeit der sichtbaren Strahlen 
auf Invertin ergeben, falls Sauerstoff zugegen ist. Ist er 
aber ersetzt durch andere Gase z. B. Wasserstoff, dann fehlt die 
Lichtwirkung. Im Gegensatz hierzu steht die Wirkung 
der Glas nicht passierenden ultravioletten Strahlen. Die- 
se vermégen auch bei Sauerstoffabwesenheit Invertin zu 
schiadigen resp. zu zerstéren. Es wird sich also im ersteren Falle 
um eine einfache Oxydation, im letzteren um eine tiefgreifendere 
Veriinderung im Molekiil handeln. Was die Oxydation durch 
die sichtbaren Strahlen anlangt, so haben unsere Versuche die 
Ergebnisse der Forscher, die sich zuerst mit diesem Gegenstand 
beschiiftigten, bestatigt. Downes und Blunt fanden schon, daB, falls 
man die BelichtungsgefaBe evakuierte, die Lichtwirkung ausbleibt. 





*) A. Jodlbauer und H. v. Tappeiner, Uber die Wirkung des 
Lichtes auf Enzyme in Sauerstoff und Wasserstoffatmosphire. Deutsch. 
Arch. f. klin. Med. 85, 386. 

*) A. Jodlbauer und H. vy. Tappeiner, Wher die Wirkung des 
ultravioletten Lichtes auf Enzyme. Deutsch. Arch. fiir klin. Med. 87, 373. 
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Ihre Beobachtung scheint aber in Vergessenheit geraten zu sein. Ob- 
wohl in verschiedenen Arbeiten (z. B. bei Schmidt-NielBen) 
zitiert, ist darauf kein weiterer Wert gelegt worden. Auch uns 
wurde sie erst nach Fertigstellung unserer Versuche bekannt. 
Durch die Notwendigkeit der Sauerstoffanwesenheit lassen sich 
auch die Gegensitze der Versuchsergebnisse der verschiedenen 
Forscher erkliren. Emmerling, der bei seinen Versuchen vollge 
gefiillte GlasgefiBe benutzte, kam deshalb zu negativem Ergebnis, 
da nicht geniigend Sauerstoff zugegen war, die Lichtwirkung aus- 
zulésen. Es wird auch eine Rolle spielen, wie die Fermentlésun 
gen bereitet wurden: ob mit frisch ausgekochtem sauerstoffarmem 
Wasser oder mit gestandenem, ferner ob durch Umschiitteln der 
Lésungen eine reichliche Gasabsorption ermdéglicht war usw. 

Nachdem somit die Bedeutung des Sauerstoffs fiir die Wirkung 
der sichtbaren Strahlen feststand, lag die Frage nahe, ob bei der 
Schidigung der Fermente durch Wairme die Anwesenheit 
des Sauerstoffes ebenfalls eine Rolle spielt. 

Die Versuchsanordnung war die gleiche wie in friiheren im 
deutschen Archiv fiir klinische Medizin Bd. 858.388 beschriebenen 
Versuchen: 1g Invertin — von E. Merck bezogen — wurde 
mit 100 ccm Wasser ausgezogen, dann durch Zentrifugieren eine 
klare Liésung hergestellt. Je 20 ccm kamen in gliaserne Gefiibe 
von Zylinderform die nach dem Prinzip der Waschflaschen eine 
zu- und abfiihrende Rohre hatten, wobei die zufiihrende Roéhre bis 
nahe an den Boden reichte, um die Lésungen méglichst von frem- 
den Gasen frei waschen zu kénnen. Der Rauminhalt war ca. 100 ccm. 
Die mit der Fermentlésung beschickten Réhren wurden evakuiert 
und dann Sauerstoff resp. Wasserstoff durchgeleitet. Evakuieren 
und Durchleiten wurde stets drei mal wiederholt. Sauerstoff wie 
Wasserstoff waren elektrolytisch dargestellt. 

In einer Versuchsreihe war die Temperatur im Thermostat 
35°C, in einer zweiten 45°C, in einer dritten 55°C. Hervorheben 
muB8 ich, daB bei den Zeitangaben, wie lange die Fermentlésungen 
im Thermostat blieben, die Zeit, welche nétig ist, die Lésungen von 
der Zimmertemperatur auf die im Wirmeschrank zu bringen, mit- 
eingerechnet ist. 

Nach bestimmter Zeit wurden die Invertinlésungen aus dem 
Warmekasten genommen und je 5 ccm mit 15 ccm 15°/oiger Robr- 


zuckerlésung versetzt und nach 14 Stunden der Invertierungsgrad 
Biochemische Zeitschrift Band IIL. 32 
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mittels eines Halbschattenapparates nach Laurant bestimmt. Be. 
kanntlich spaltet ja das Invertin den die Polarisationsebene rechts 
drehenden Rohrzucker in die rechtsdrehende d-Glukose und in die 
linksdrehende d-Fruktose. Da letztere stirker links dreht als die 
erstere nach rechts, geht die urspriingliche Rechtsdrehung mit der 
fortschreitenden Fermentierung stetig zuriick und wird schlieBlich 
zur Linksdrehung. Man kann deshalb aus der Abnahme der R- 
Drehung leicht die GréBe der Fermentwirkung bestimmen. Zieht 
man die abgelesene Drehung von der urspriinglichen ab und divi- 
diert die Differenz durch 0,879'), so erhiilt man die Menge des ge- 
bildeten Invertzuckers in g. Die anfangliche Drehung nach dem 
Mischen der Fermentlisung mit dem Zucker war + 7,48°/). 


Tabelle LI. 


Temperatur im Wiarmeschrank 35°C. Die mit Wasserstoff und mit 
Sauerstoff gefiillten Flaschen bleiben 18 Stunden darin stehen. Nach dieser 
Zeit zeigen die Lisungen eine Spur von Triibung. Die Vermengung der 
Fermentlisung mit Rohrzucker geschah nach den oben gemachten An- 
gaben. Nach 14 Stunden Invertierung ist die 





Gebil- | Invertierung | Schidigung 
| deter | in °/,, Kontroll- | in °/,, Kontroll- 


Dreh 
wn | Invert- versuch | — versuch 
| | zucker | = 100 gesetzt | = 100 gesetzt 
ae == = Ss a ee 
Wasserstoffflasche ..| + 0° 04’ | 8,44¢ 90,2 9,8 
Sauerstoffflasche. .. . | +0°05'| 8,42,, 90,0 10,0 
In der Kilte gehaltene | 
Kontrollisung....  —0°45'| 9,36 ,, 100 0 
Tabelle U1. 
Temperatur im Wiarmeschrank 45°C. Die Lisungen verbleiben 4 Stunden 
in demselben. 
j ' 
Wasserstoffflasche ..  +0°54'| 7,49 | 81,7 18,3 
Sauerstoffflasche. ... | + 0°53" 7,51 | 81,9 18,1 
In der Kalte gehaltene | | 
Kontrollprobe .... —0°35') 9,17 | 100 0 


*) Da ap der Saccharose = + 66,5°, ap des Invertzuckers bei 20°C. = 
— 21,4° ist, betriigt die Verschiebung der Drehung bei vollstandiger Inver- 
tiérung 87,9°. 


| 
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Tabelle III. 
Temperatur wie bei LI. Die Lisungen bleiben 8 Stunden im Warmeschrank. 





Gebil- Invertierung | Schidigung 
Drehung | deter in °/,, Kontroll- | in °/,, Kontroll- 


Invert- versuch '  -versuch 
'zucker = 100 gesetzt 100 gesetzt 
Wasserstoffflasche .. + 2°08 6,09 55,5 44,5 
Sauerstoffflasche.... +-2°11') 6,03 | 54,9 45,1 
In der Kilte gehaltene 
Kontrollprobe .. . . | —0°30'| 9,17 100 0 


Tabelle LV. 


Temperatur im Wirmeschrank 55°C. Die Lisungen verbleiben 2 Stunden 
in demselben. 


Wasserstoffflasche ,. + 2°22’) 5,81 62,1 37,9 
Sauerstoffflasche.... + 2°18’ 5,89 62,9 37,1 
In der Kilte gehaltene 

Kontrollprobe . . . . 0°45’ 9,36 100 0 


Tabelle V. 


Temperatur wie in Tabelle IV. Die Lisungen verbleiben 4 Stunden im 


Warmeschrank. 
Wasserstoffflasche .. | + 6°08’! 1,54 16,5 83,5 
Sauerstoffflasche...., +6°08' 1,54 16,5 83,5 
In der Kilte gehaltene 
Kontrollprobe .... —0°45', 9,36 100 0 


Aus diesen Tabellen ersieht man, daf die Schidigung des 
Invertins gleich gro ist, ob Sauerstoff oder Wasserstoff zugegen 
ist. Es kann sich also hierbei nicht um einen einfachen Oxyda- 
tionsvorgang handeln wie bei der Wirkung der sichtbaren Strahlen. 
Es besteht somit ein scharfer Gegensatz zwischen der Schi- 
digung der Fermente durch die sichtbaren Lichtstrahlen 
und der Warmeschadigung. Erstere findet nur bei An- 
wesenheit von Sauerstoff statt, letztere verlauft unbeein- 
fluBt, ob Sauerstoff anwesend ist oder nicht. 

Aus den Versuchen geht ferner hervor, daf Photolabilitat und 
Thermolabilitét nicht wesensgleich sind, wenngleich die Photo- 
labilitat in vielen, wenn nicht den meisten Fillen mit Temperatur- 
erhéhung eine Steigerung erfaihrt. Die chemischen Vorgiinge, die 
sich bei der Schadigung durch Licht und bei der durch Wirme 
abspielen, miissen nach obigem voneinander verschieden sein. 


——— 32* 
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Uber die Lichtwirkung auf Invertin bei Anwesenheit und 
Abwesenheit von Rohrzucker und anderen Stoffen. 


Von 
A. Jodibauer. 


(Aus dem pharmakologischen Institut Miinchen.) 


(Eingegangen am 2. Februar 1907.) 


Bei den Untersuchungen iiber die Wirkung der photodynami- 
schen Stoffe auf Invertin'), woriiber ich gemeinsam mit H. 
v. Tappeiner vor einiger Zeit berichtet habe, waren zwei Versuchs- 
anordnungen gewahit. Bei Anordnung I wurde 0,05 g Invertin 
(Priparat von E. Merck) in 10 ccm Wasser aufgeschwemmt, 
90 ccm 5 °/oiger Rohrzuckerlésung zugegeben und das Ganze im Er- 
lenmeyerschen Kolben dem zerstreuten Tageslichte ausgesetzt 
mit oder ohne Zusatz photodynamischer Substanzen. Nach einer 
bestimmten Zeit stellten wir die Invertierung mittels eines Halb- 
schattenapparates nach Laurent fest. Bei Anordnung II wurde 
0,1°/) Aufschwemmung von Invertin allein mit oder ohne photo- 
dynamische Substanzen dem Lichte ausgesetzt und erst nach der 
Belichtung 10°/) Zuckerlésung ana zugesetzt und nun der Reak- 
tionsverlauf im Dunklen bestimmt. Bei beiden Versuchsanord- 
nungen fanden natiirlich Kontrollversuche ohne Belichtung statt. 
Es fiel nun auf, da der Einflu8 der photodynamischen Sub- 
stanzen auf Invertin bei der Versuchsanordnung I regelmabBig ge- 
ringer war, als bei der Anordnung IJ. Wir schlossen daraus, da8 
das in Wasser aufgeschwemmte Enzym ohne Zuckerzusatz (,,ru- 


) Uber die Wirkung der photodynamischen Stoffe auf Protozoen u. 
Enzynie. Deutsch. Arch. f. klin. Med. 80, 427. 
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hendes Enzym‘‘) viel leichter einer Schadigung durch Licht zu- 
giingig sei, wie das mit Zuckerlésung versetzte ,,tatige’’. O. Gros 
hat nun in einem Referate in der Zeitschrift fiir physikalische 
Chemie Bd. 50 Seite 127 den SchluB, den wir aus unseren Ver- 
suchen zogen, deshalb als nicht einwandfrei bezeichnet, weil die 
Enzymkonzentration bei Anordnung I] bedeutend hoher ist, als 
bei Anordnung I. 

Ich habe deshalb die Versuche in einer anderen, wie ich 
glaube, einwandfreien Anordnung nochmals aufgenommen. 

In einen Erlenmeyerkolben (I) kamen 10 ccm Ferment- 
lésung — dadurch hergestellt, daB 1 g Invertin (E. Merck) mit 
100 ccm Wasser ausgezogen und die Lésung durch Zentrifugieren 
geklirt wurde — gemengt mit 20 ccm Wasser. In einen II. Kolben 
kam 10 cem Ferment und 20 ccm 20°/9iger Rohrzuckerlésung. 
Beiden Kolben wurde sodann '/;0999 mol. Eosin = 0,001 g zu- 
gesetzt und zerstreutes Tageslicht 1 bis 1'/: Stunden einwirken ge- 
lassen. Da in Kolben II wiihrend der Belichtung die Invertierung 
bereits im Gange war, muBte nach der Belichtungszeit mit dem 
Polarisationsapparat die Drehung bestimmt und die Menge des ge- 
bildeten Invertzuckers sowie des noch nicht invertierten Rohr- 
zuckers berechnet werden. Dieses ist sehr einfach. Bei der voll- 
stiindigen Invertierung von 1 g Rohrzucker verschiebt sich die 
Drehung, in einem 1 Dezimeter-Rohr beobachtet, von rechts nach 
links um 0,879° Wird somit die nach der Invertierung ab- 
gelesene Drehung von der urspriinglichen abgezogen und die 
Differenz durch den bekannten Faktor 0,879 dividiert, so haben 
wir den Invertzuckergehalt in Gramm. Nach dieser Berechnung 
wird dem Kolben I die berechnete Menge Invertzucker sowie Rohr- 
zucker in 20°/oiger Lésung zugesetzt, wihrend Kolben I] mit einem 
gleichen Volumen Wasser beschickt wird. Um wahrend der Ab- 
lesung und Berechnung die Invertierung méglichst auszuhalten, 
kamen beide Kolben ins Eis. Ist Ablesung, Berechnung und Zu- 
gabe richtig und rasch erfolgt, dann muf in Kolben | und II die 
Drehung die gleiche sein. Ist keine Schidigung des Ferments 
durch Licht vorhanden, dann verlaiuft, wie Kontrollversuche, von 
denen einer in Tabelle I veréffentlicht ist, zeigen, die Invertierung 
in den beiden Kolben in gleicher Weise weiter. 
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Tabelle I. 


Kolben I enthilt 10 com Fermentlésung +- 20 ccm Wasser. Kolben I] 
10 com Fermentlésung + 20 cem 20°/, ige Rohrzuckerlisung, Drehung -| 
8,77°. Beide Kolben stehen fiinf Stunden im Dunkeln bei Zimmertemperatur, 
darnach werden sie sehr rasch auf Eis gekiihlt. Die Drehung in Kolben II 
ist + 3,5°. Daraus berechnet sich der Gehalt von Invertzucker = 6 g 
in 100 Lisung. Da nach der Gleichung C,,H,,0,, + H,O = 2 C,H,.0, 
aus | g Rohrzucker 1,0526 g Invertzucker sich bildet, sind durch die 
Bildung von 6 g Invertzucker 5,7 g Rohrzucker invertiert. Somit ist die 
Menge des noch nicht invertierten Rohrzuckers 7,63 g in 100 Lisung. Es 
wird nun zu 20 ccm aus Kolben I 6 com 26%, ige Invertzuckerlisung und 
7,6 com 20°/,ige Rohrzuckerlisung, zu Kolben II die gleiche Menge Wasser, 
somit 13,6 ccm zugesetzt. 

Darnach war Drehung in Kolben | + 2° 13’, in Kolben II + 2° 10’. 
Nach drei Stunden Invertierung + 0°50’ resp. + 0°48’; nach sieben 
Stunden — 0°17’ resp. — 0°18’. 

Nachdem somit die Versuchsanordnung als richtig sich er- 
geben hatte, wurde mit den einzelnen Versuchen begonnen. 


Tabelle U. 


Kolben [ enthaélt 10 com Fermentlésung + 20 ccm Wasser +- 0,001 ¢ 
Eosin (*/,9090 molekular im Gemenge). Drehung: 0. Koiben II: 10 ccm 
Fermentlisung + 20 cem 20°%/,ige Rohrzuckerlisung + 0,001 g Eosin. Dre- 
hung + 8,77°. Beide Kolben stehen drei Stunden im zerstreuten Tages- 
licht, triiber Tag, hinter hellem Fenster gegen Norden. Nach dieser Zeit 
ist Drehung in Kolben II + 5° 40’ (= 5,66%. Menge des Invertzuckers 
(auf 100 com Lisung berechnet) 3,538 g. Somit sind 3,361 g Rohrzucker 
invertiert. Rest des nicht invertierten Rohrzuckers also 9,972 zg. Nun 
wurde zu 20 cem aus Kolben [ 3,55 com 20°/,ige Invertzuckerlésung und 
9,95 com 20°%,ige Rohrzuckerlisung zugesetzt, zu Kolben II 13,5 com 
Wasser. 

Drehung darnach bei Kolben I + 3°26’, bei Kolben If +- 23°25’. 
Nach sieben Uhr Invertierung ist Drehung in 

Kolben I + 1°00, 
» IU — 0°30’. 

Der Versuch wurde mehrmals wiederholt und verlief stets in gleichem 

Sinne. 


Von dieser, doch ziemlich komplizierten Versuchsanordnung 
kann man Abstand nehmen, wenn statt des zerstreuten Tages- 
lichtes starkes Licht (Sonne) verwendet wird und auBerdem durch 
starke Kiihlung der Invertierungsproze8 méglichst gehemmt wird. 
Hierzu sind Belichtungen im Winter sehr geeignet. Bei durch 
Kosin sensibilisierten Lésungen genitigt Sonnenbelichtung wahrend 
10 Minuten, um sehr starke Schiidigung des Ferments hervorzu- 
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rufen. Wiahrend dieser Zeit war die Invertierung kaum nach- 
weisbar fortgeschritten. Spiter verzeichnete Versuche sind in 
dieser Weise angestellt. 

Es steht somit fest, dal unsere frihere Beobachtung, 
wonach durch Zusatz von Rohrzucker zu Invertin die 
schidigende Wirkung des Lichtes auf dieses Ferment 
gehemmt wird, richtigwar. Selbst kleine Mengen von Rohr- 
zucker geniigen hierzu, wie aus folgender Tabelle zu ersehen ist. 
Allerdings nimmtdie GréBe der Hemmung mit der Konzentrations. 
verminderung ab. 

Tabelle ILb. 

Versuchsanordnung: Je 10 com 30°/,-, 10°/,-, 3°/,- und 1°, ige Rohr- 
zuckerlisungen resp. je 10 com Wasser werden mit 5 ccm 0,1°%, ige ILn- 
vertinlisung versetzt, mit 0,001 g Eosin sensibilisiert und teils im Dunkeln 
stehen gelassen, teils belichtet. Belichtungsdauer war zwilf Minuten in 
Wintersonne (Temperatur — 2° C.). Nach der Belichtung wurden die 
Fermentzuckerlisungen mit 10 ccm Wasser, die Fermentwasserlésungen 
mit 10 com Wasser + Zucker versetzt. Und zwar wurde, um beim In- 
vertierungsproze8 in allen Versuchen gleiche Mengen von Zucker zu haben, 
dem Versuche mit 30°/, Zucker nur Wasser, dem mit 10°/, Zucker Wasser 
+ 2 g Zucker, dem mit 3°/, Zucker Wasser + 2,7 g, dem mit 1 °/, Zucker 
Wasser -+- 2,9 g zugegeben. Nach 20 Stunden Stehen bei Zimmertempe- 
ratur im Dunkeln wurde die Drehung abgelesen. Anfangliche Drehung 
+ 8°00’. 





= 100 gesetat j 
Differenz 


Drehung 
Invertierung in | 
 Dunkelversuch) 


| 
l 


0°/, Rohrazucker +- Invertin belichtet +- sec. Wasser -+-0° 35" 94,8 + 2, 


Wasser ‘ ™  . Zucker + 2°50’ 66,0 
30°/, Rohrzucker + ‘ dunkel -+- , Wasser -+0°10') 100 


10°/, Rohraucker +- “ belichtet + ,, ‘ +0°50') 91,6 |+ 25,7 
Wasser + - ms + , Zucker + 2°51’) 65,9 
10°/, Rohrzucker-+ dunkel + ,, Wasser +-0°10' 100 


3°/, Rohrzucker -+} ” belichtet + ,, Wasser '+-1°00' 89,4 + 24,9 
Wasser ‘ in + . Zucker + 2°57’ 64,5 

3°/, Rohrzucker + Pe dunkel + ,, Wasser + 0°10’ 100 

1°/, Rohrzucker+ belichtet + ,, Wasser ,+-2°10' 74,4/+ 8,9 
Wasser ae e ‘ + , Zucker |+ 2°58’ 65,5 


1°/, Robrzucker+ —, dunkel -+- ,, Wasser +-0° 10’ 100 | 
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Ob aber der aus unserer Beobachtung gezogene SchluB Be- 
rechtigung hat, daB das ,,tatige‘‘ Ferment weniger angreifbar ist, 
als das ,,ruhende“, ist eine weitere Frage. Wiire er richtig, so 
diirfte kein anderer Stoff als Rohrzucker diese Hemmung hervor- 
bringen '). 


Versuche mit Neutralsalzen (ClNa and SO,Na,), Harnstoff, Glyzerin, 
Glykokoll ond Mannit. 


Dies zu entscheiden, wurden den zu belichtenden Ferment- 
lésungen statt des Rohrzuckers andere Stoffe in Lésung zugesetzt 
und zwar in erster Linie 3,42°/) Kochsalz, 18,83°/9 Glaubersalz 
(SO,Naz + 10 aq.), 3,5°/o Harnstoff und 5,4°/) Glyzerin. Diese 
Konzentrationen sind einer 20°/,igen Rohrzuckerlésung fqui- 
molekular. 

Die Versuchsanordnung war fiir simtliche folgende Versuche 
die gleiche. Je 5 ccm 1 °/oiger Invertinlésung, durch Zentrifugieren 
vollstandig geklart, wurden teils mit 10 ccm der zu untersuchenden 
Lésungen, teils mit 10 ccm Wasser versetzt, mit 0,001 g Eosin 
sensibilisiert und in diinnwandigen weiten Reagensglisern auf einer 
durch einen Elektromotor getriebenen Scheibe im Tageslicht 
(meist Sonne bei Temperatur unter oder um 0° C.) eine bestimmte 
Zeit lang belichtet, danach kamen zu den ersteren je 10 ccm 
Wasser -+ 3 g Rohrzucker (darin gelést), zu den letzteren je 
10 ccm der zu untersuchenden Lisung + 3 g Rohrzucker. Der 
Invertierungsproze8 verlief bei Zimmertemperatur im Dunkeln. 
Nach einer bestimmten Zeit wurde die Drehung abgelesen und die 
Invertierung berechnet, wobei die Invertierungsgr6éBe der nicht 
belichteten Kontrollésung = 100 gesetzt wurde. Die anfingliche 
Drehung war 7° 30’. 


‘) Versuche in dieser Richtung sind mir bisher nicht bekannt. 
Wohl hat Fermi und Pernossi einige Angaben iiber die Wirkung des 
Sonnenlichtes auf das Trypsin und das Pepsin in Gegenwart verschiedener 
Sauren und einiger’ Salze gemacht, jedoch sind dieselben zu exakten 
Schliissen nicht heranzuziehen, da die schidigende Wirkung der Wirme 
wihrend der Belichtung nicht ausgeschaltet ist. So betrigt in der einen 
Versuchsreihe die hichste Temperatur am schwarzen Aktino-Thermometer 
54 bis 56° C., in der anderen 47° C. Es kann somit die Gegenwart der 
Sauren und Salze ebensowohl auf die schidigende Wirkung der Wiirme, 
als auf die des Lichtes bezogen werden. 
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Tabelle III. 
10 Minuten Belichtung (Sonne). Drehung wurde 
Invertierung bei Zimmertemperatur abgelesen. 
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nach sieben Stunden 





3,42 °/, ClNa-Lisung -+ Invert. belichtet +- see. Wasser 


Wasser + , i +, CINa 
3,42°/, ClNa-Lisung-+ ,, dunkel + , Wasser 
18,83°/,80,Na,-Lis. + ,  belichtet+ , Wasser 

Wasser + . " + , SO,Na, 
18,83°/,SO,Na,-Lis. + , dunkel + ,, Wasser 

Wasser + ,  belichtet-+ , Wasser 

+ . dunkel + , Ps 


_ 

ESR 
tr » 22 
J eee 
S —e& 
= sao | 
ha €aS! 
~ iss™ 
_ ZA | 

== 


+- 6° 25'| 29,4 |+ 
+-6° 26'| 29,2 
+ 3°50’ 100 
+- 6° 35'| 27,6 
+ 6°35’ 27,6 
+4°40' 100 
+-6°25'; 21,9 
+2°35' 100 


Differenz 


Da die Invertierung nach 7 Stunden noch so wenig fortgeschritten, 
kam derselbe Versuch nach weiteren 14 Stunden nochmals zur Ablesung. 





3,42°/, ClNa-Lis. + Invert. belichtet + sec. 


Wasser + , * i. 
Kochsalzlis.+ . dunkel + 


18,83 °/, SO,Na,-Lis.+ ,,  belichtet + 
Wasser + =» . + 
SO,Na, + , dunkel + 


Wasser : »  belichtet +- 
” +  . dunkel + 


” 


Wasser 
CliNa 
Wasser 


Wasser 


, SO,Na, 


n 


n 


Wasser 


Wasser 


-= | 

is 23h) 

on wk S 

= § 23) 

— ag 

& 28) 

es vo) 

ae 28 4} 
a 

2 = 

ts | 
I+ 4°40’ 33,4 


+ 4°38" 33,8 - 
— 1°00’ 100 
+- 4°55") 30,6 
+- 4°55") 30,6 
— 0°55’) 100. 
4+- $955’) 28,7 


— 1°30’ 100 


Differenz 


45 Minuten Belichtung (triibes Wetter) Drehung nach 7 Uhr 


abgelesen. 


3,5°/, Harnstofflis. +- Invert. belichtet + sec. 


Wasser + . + % 
3,5°/, Harnstofflés.4+  ,, dunkel + , 


5,4°/, Glyzerin A »  belichtet + 


Wasser + * oo a 
5,4°/, Glyzerin +  . dunkel + , 
Wasser + ,  belichtet+ , 


Wasser +  , dunkel + , 


Wasser 


+ 4°14’) 60,0 


Harnstoff + 4°13'| 60,2 | 0,2 


Wasser 


, Wasser 


Glyzerin 
Wasser 


Wasser 


” 


+ 2°09’ 100) 


+4938" 66,1 | 


'+- 4°33") 66,1 | 
+ 3°01’, 100, 


+4°00'| 57,6 | 
+ 1°25" 100) 
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Es zeigte sich also, daB die der 20°/9igen Rohrzucker- 
losung iquimolekularen Kochsalz-, Glaubersalz-, Harn- 
stoff- und Glyzerinlésungen sich nicht so verhalten, wie 
Rohrzucker und keine Hemmung der Lichtschiadigung 
bewirken 

Auffallend ist die stark verzégernde Wirkung all dieser Zu- 
siitze auch in den dunkel gehaltenen Kontrollversuchen. Sie ist 
fiir die Neutralsalze langst bekannt'); H. Braeuning®) hat in 
seiner Arbeit tiber die Geschwindigkeit der Fermentreaktion bei 
Zusatz chemisch indifferenter K6érper sie fiir Glyzerin, Harnstoff 
und Traubenzucker nachgewiesen. Braeuning kommt zu dem 
SchluB, daB eine Fermentreaktion um so langsamer vor sich geht, 
je mehr das Wasser des Mediums durch einen chemisch indiffe- 
renten in Wasser léslichen Stoff ersetzt wird. 

Da aber die verwendeten Lésungen prozentual der Rohrzucker- 
losung weit zuriickstehen, wurden auch noch konzentriertere Lo- 
sungen verwendet und zwar 29°/) Kochsalz, 42,5°/) Glaubersalz, 
21,5°/9 Harnstoff (6fache Menge der vorher verwendeten Konzen- 
tration) 21,6°/9 Glyzerin (5fache Menge der vorher verwendeten 
Konzentration). Die Kochsalz- resp. Glaubersalzkonzentration 
wurde deshalb so gewihlt, weil diese beiden Konzentrationen 
gleiche relative Reibung besitzen, gleich einer 17,5°/oigen Rohr- 
zuckerlésung. Wiirden diese hohen Konzentrationen ahnlich dem 
Rohrzucker wirken, so kénnte ein Entscheid getroffen werden, 
welche Rolle bei dieser Hemmung der Lichtwirkung die Viskositat 
spielt. Diese innere Reibung wurde mittels eines Apparates be- 
stimmt, der im physikalisch-chemischen Institut der Universitat 
Leipzig seit Jahren verwendet wird und im Handbuch zur Aus 
fiihrung physiko-chemischer Messungen von W. Ostwald und 
RK. Luther abgebildet ist. Das Prinzip ist, die Zeit zu bestimmen, 
welche gewisse Fliissigkeitsquantitaten brauchen zum DurchflieBen 
kapillarer Réhren. Wahrend Wasser bei 21° C. 1°34,2°° brauchte, 
war die DurchfluBzeit der 17,5°'oigen Rohrzuckerlisung 2° 27,2”, 
die der 29°/,igen Kochsalzlésung 2° 27,4", die der 42,5°/oigen 
Glaubersalzlésung 2° 27,0. 


‘') Siehe besonders Schierbeck, Skand. Arch. f. Physiol. 3, 344. — 
Rk. O. Herzog, Ztschr. f. physiolog. Chem. 48, 222. 
*) Ztschr. f. physiolog. Chem. 42, 70. 
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Tabelle TV. 


10 Minuten Belichtung (Sonne; Tem. —1°C.). Drehung wurde nach 
21 Stunden Invertierung bestimmt. 





0; 
0 


Drehung 
Invertierung in 
°/) Dunkelversuch 
= 100 gesetzt 
Differenz 
in 


29°/, ClNa-Lisung + Invert. belichtet + sec. Wasser +-5°00' 33,33, 0 
Wasser + » . + , CINa + 5°00' 33,33 

29°/, ClNa-Liésuug + »  dunkel + , Wasser +0°00' 100 

42,5°/, SO,Na,-Lis. +  ,  belichtet+ . Wasser +5°19' 29.8 


Wasser + , » + » SO,Na, +4+5°17'\ 29,4!—04 
42,5°/, SO,Na,-Liis. + »  dunkel + ,, Wasser —0°24" 100| 


Wasser + ,  belichtet+ , Wasser + 4°55’ 28,7 | 
‘ + , dunkel + , «, (—1°30" 100) 


45 Minuten Belichtung (zerstreutes Tageslicht, triiber Tag) 
Invertierungsdauer 7 Uhr. 
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= > oO 2 
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21°/, Harnstoff +- Invert. belichtet +- sec. Wasser +-5°17' 64,9) 0 
Wasser + e a  . Harnstoff +5°17' 64,9! 
21"/, Harnstoff + »  dunkel + , Wasser +-4°05'; 100 


21,6°/, Glyzerin + ,,  belichtet-+- ,, Wasser + 5° 16" 67,6 +06 
Wasser ra ‘ + , Glyzerin (|+5°15', 68,2 
21,6°/, Glyzerin + .  dunkel + , Wasser +4°23' 100 


7 


Wasser +  ,,. belichtet + , Wasser 4+-4°00' 57,6 
” + ,» dunkel + , ‘ +1°25' 100 


Somit haben auch die hochprozentigen Lésungen 
von Kochsalz, Glaubersalz, Harnstoff und Glyzerin die 
Schadigung des Invertins durch Licht nicht zu hemmen 
vermocht. 

Es wurden nun noch zwei weitere Korper untersucht, namlich 
Glykokoll in 13°/,iger Lésung und Mannit in 16°/,iger Lésung. 
Die 13°/,ige Glykokolllésung ist 2fach molekular der 16°/sigen 
Mannitlésung, letztere wiederum 2 fach molekular der 15°/jigen zum 
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Vergleiche mit in die Versuchsreihe einbezogenen Robrzucker- 
losung. 
Tabelle V. 

Belichtungsdauer 11 Minuten Wintersonne. Temperatur 0° C. In- 
vertierungszeit 8 Stunden. Um die Invertierung bei gleichem Gehalt an 
Rohrzucker in den einzelnen Versuchen (3 g zu 25 cem Fliissigkeit) vor 
sich gehen zu lassen, wurde dem Rohrzuckerversuch, der nach der Mischung 
bereits 1,5 g enthielt, noch 1,5 g zugegeben. 





a 
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oo 2s| § 
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13°/, Glykokoll-Lés. + Invert. belichtet + sec. Wasser -+-5°50' 26,4 | ( 
Wasser - 2 " + , Glykokoll +-5°50' 26,4 
Glykokoll-Lis.+ ,, dunkel + , Wasser +1°10' 100 


16°/, Mannit-Lis. + »  belichtet-+ ,, Wasser +5°51' 30,9 4+ 3,8 
Wasser + , FS + , Mannit +6°08’ 27,6 
Mannit-Lis. + ,  dunkel + ,, Wasser + 2°10’ 100 

15°/, Rohrauckerlis.+ ,,  belichtet+ ,, Wasser +3930" 66,4 +32,8 
Wasser o + ,. Rohr- 


zuckerlisung + 6°05‘) 23,6 
Rohrzuckerlis. + Invert. dunkel -+-sec. Wasser + 1°29’ 100 


Wasser + ,  belichtet-+ . Wasser + 6°01’) 24,7 
Wasser + , dunkel + , m +1°29' 100 


Glykokoll war wirkungslos, Mannit dagegen zeigte 
eine schwache hemmende Wirkung auf die Lichtscha- 
digung. Gegeniiber Rohrzucker ist dieselbe aber kaum nennens- 
wert, trotz der doppelten molekularen Konzentration. 


Versuche mit Kohlehydraten. 


Ich will nun auf die Untersuchung von Stoffen iibergehen, die 
dem Rohrzucker chemisch nahe stehen: d-Glukose, d-Fruktose, d- 
Mannose, d-Galaktose, Milchzucker, Malzzucker, Starke und Dex- 
trin. Vorausgehend will ich erwihnen, da8 im Gegensatz zuden 
bisherigen Stoffen die Gruppe der Glykosen (Cg H120¢) 
sowie die des Rohrzuckers (Ci2Hg201:) ahnlich wirken 
wie Rohrzucker selbst, da aber die Zellulosegruppe (Starke 
und Dextrin) keine Wirkung zeigt. Ich beginne mit dem Versuch, bei 
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dem die verwendeten Lésungen von d-Glukose, d-Fruktose, Milch 
zucker und Rohrzucker gleiche ,,relative’‘ Reibung hatten. Es war 
dies eine 16,5°/,ige Milchzuckerlésung, eine 17,5°/sige Rohrzucker-, 
d-Glukose- und d-Fruktose-Lésung. Sie hatten bei 21° C. eine 
Durchstrémungsgeschwindigkeit von 2° 27,0— 27,5” gegeniiber 
Wasser von einer solchen von 1° 34,2”. 


Tabelle VI. 


Belichtungsdauer 10 Minuten. Wintersonne. Temperatar 1° C. In- 
vertierungszeit 7 Stunden. 

Da die hier verwendeten Kérper selbst drehen, miissen die abge- 
lesenen Drehungen korrigiert werden, indem die diesen Kérpern eigene 
Drehung von der abgelesenen abgezogen resp. zugezihlt wird. Die 17,5°/, ige 
d-Glukoselisung, verdiinnt mit 5 ccm Ferment und 10ccm Wasser auf 
10 ccm Lisung, hatten eine Eigendrehung von + 3°36’, die 17,5°/,ige 
d-Fruktoselisung — 6°41’, die 16,5°/,ige Milchzuckerlisung + 3° 32’. 

Um ferner bei den vier Kérpern die gleiche Menge Rohrzucker (3 g 
auf 25 ccm Lisung) zur Invertierung zu bringen, wurde dem Rohrzucker- 
versuch, der nach der Mischung bereits 1,75 g Rohrzucker in 25 ccm ent- 
hielt, noch 1,25 g Rohrzucker zugegeben. 
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17,5, d-Glukoselis. + Invert. belichtet + sec. Wasser |-+-7°42’/+-4° 06" 61,1 33, 
Wasser ae + , d-Glukosel-+- 9° 32'\+-5° 56’ 28,0 


' ” 


d-Glukoselis.+ , dunkel + , Wasser |4-5°32’+-1°56’ 100 


| 

17,5 °/, d-Fruktoselis.+ Invert. belichtet + sec. Wasser ‘—1°15'+-5° 26" 38,7 25,1 
Wasser + , . + , Frokt. (+0°05'+6° 46 ; 13,6 
d-Fruktoselis.+ ., dunkel — , Wasser |—4°32'+2° 09" 100 


16,5 °/, Milchzuck.-L.+ Invert. belichtet + sec. Wasser |-+8°55'|4-5° 23’ 34,7| 2,8 
Wasser + , » + » Milehz. |49°05'-+-5° 33" 31,9 
Milchzuck.-L.+ ,, dunkel + , Wasser i+- 4° 55+ 1° 23" 100 


17,5°/, Rohrzuck.-L. +- Invert. belichtet +- sec. Wasser 4-39 30’ | 62,7 40,4 
Wasser + , ‘ 4+. . Rohrz. |+6°05" | 22.3 
Rohrzuck.-L.+ ,, dunkel + , Wasser /+1°07'| | 100! 
Wasser + , + Wasser belichtet Lge 07" 23 

P + , + . dunkel + 1° 05" 100) 


Aus diesem Versuche ergibt sich, da8 in Aquiviskésen 
Lésungen Rohrzucker am meisten die Schidigung des Lichtes zu 
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hemmen vermag; die Hemmung betriigt 40°/,; dann folgt die d- 
Glukose (33°/9), dann die d-Fruktose (25°/9), dann Milchzucker 
(2,8°/o). Von der Viskositat allein hingt also diese Wirkung nicht 
ab. Da diese aiquiviskésen Lésungen auch alle ziemlich gleiche 
Konzentration haben, kann diese Hemmung auch mit der Kon- 
zentration allein nicht zusammenhingen, zumal ja die noch héher 
konzentrierten Salzlésungen, sowie Harnstoff und Glyzerin un- 
wirksam waren. Endlich ist auch die molekulare Konzentration 
nicht die Ursache, da die verwendeten Rohr- und Milchzucker- 
lésungen auch annihernd gleich molekular sind. 

Ferner wurden noch d-Mannose, d-Galaktose und Maltose in 
15°/ igen Lésungen in die Untersuchung einbezogen. Die beiden 
ersteren wirken ahnlich der d-Fruktose ziemlich stark, die Maltose 
dagegen wie Milchzucker gering. 


Tabelle VII. 


Belichtungsdauer 10 Minuten. Wintersonne; zeitweise von diinnen 
Nebeln umschleiert. Temperatur 0°C. Invertierungszeit 20 Stunden. Da 
die verwendeten Lisungen selbst drehen, miissen Korrekturen nach der 
Ablesung vorgenommen werden. Die Drehung der 15°/,igen Mannose 
nach der Verdiinnung von 10 ccm auf 25 ccm ist + 0°59’, die der 15°, igen 
Galaktose + 5°10’, die der 15°/,igen Maltose + 7°01’. 








a ————— =a 
we | E ieee 3 
B & \egt & 
“ oe @o 
£ E 4s = 
A oa ay 4 
= == = = ———— SEES ———————— i ¢ —.. el === 
15%, eeiune fe Invert. belichtet +- sec. | | +3° 15’ +2"1¢ 16" 80,2 |+-19,3 
Wasser + , - + , bes | +4: 35’ |4_ 3°36 | 60,9 
15°/,Mannose + ., dunkel + , Wasser -+2°05'|-+-1°06’ | 100 
15°/, Galaktose -+- Invert. belichtet +- sec. Wasser _-+8°00 00’ |+2°50' ‘) %8 4 +-28,4 
Wasser + , » + » Galaktose + 9°25’ +4" 15’ | 65,0 
5°/,Galaktose + ., dunkel + , Wasser -+7°40’ +2° 30’) 100 


Belichtungsdauer 10 Minuten. Wintersonne; Temperatur 0°C.  I[n- 
vertierungsdauer 8 Stunden. 
15°, Maltose + Invert. belichtet + sec. Wasser \+ 12° 15’ | habe 14’) | 38, 8 +7,7 





Wasser + , . +. . Maltose + 12* 42’|+-5° 41’ 31,1 
5°/,Maltose + ., dunkel + , Wasser jt 8° 40’ +1" 39’) 100 
Wasser -+ Invert. belichtet-+ sec. Wasser -++ 6° 00’ | 24,9 


+ . dunkel + . . + 1°29" 100 
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Wie schon vorher angegeben wirken die Kérper der Zellulose 
gruppe (Stiirke, Dextrin) nicht. Von der Starke wurde allerdings 
nur eine 1,5°/,ige Lésung versucht. 


Tabelle VIII. 


Belichtungsdauer 15 Minuten. Sonne; Invertierungszeit 7 Stunden. Jie 
eigene Drehung der Stirkelésung war nach der Mischung 1° 12’. 








» leds 

2  %. [PEs & 

6 + 38 4e\ £ 

& a” i383) ss 

a — jean) © 
— — ao 

1,5°/, Stirkelis. -++ Invert. belichtet + sec. Wasser, +7°11'| +5°59’! 31,2 + 0,5 

Wasser + , » + , Stiirke | +7913’ | +-6°01'| 30,7 
Stirkelis. + . dunkel + , Wasser +3°50'! +2°38' 100 


Belichtungsdauer 45 Minuten. Zerstreutes Tageslicht, triiber Tag; 
Invertierungszeit 6 Stunden. Die eigene Drehung des Dextrins in der 
9,5°/,igen Lisung nach der Mischung + 5°35’, in der 19°/,igen Liisung 
nach der Mischung -+ 11°30’. 

9,5 °/, Dextrinlés. + Invert. belichtet + sec. Wasser|+ 9°19’! + 3° 44'/ 56,5 — 0,2 
Wasser + , » + » Dextrin)+ 9°18" +3°43') 56,7 
Dextrinlis.+ , dunkel + ,, Wasser'+ 6°25’ +0°50'| 100 


19,0°/, Dextrinlis. + Invert. belichtet + sec. Wasser + 14°50’ + 3° 20' 60,9 0 
Wasser - » ” + ,, Dextrin)+ 14°50’ + 3° 20'| 60,9 
Dextrinlis.+ Pa + ,, Wasser'+ 12°10’) + 0° 40’) 100 


Bei den positiven Befunden mit den Kohlehydraten kénnt« 
der Einwand gemacht werden, da8 ihre hemmende Wirkung auf 
die Lichtschidigung vielleicht nur eine scheinbare ist und sich 
dadurch erkliren laBt, daB die Kohlehydrate das zur Sensibilisie- 
rung beniitzte Eosin in irgend einer Weise veriandern und so seine 
photodynamische Wirkung abschwichen. Denkbar wire dies, da ja 
z. B. die EiweiBkérper auch mit einer Reihe von verschiedenen chemi- 
schen Gruppen angehérenden sensibilisierenden Stoffen in Reaktion 
treten und so deren Sensibilisationsfahigkeit verringern resp. aufhe- 
ben’). Daf dies aber nicht der Fall ist, kann man an einem Tier- 
versuche zeigen. Es lassen sich ja bekanntlich Zellen und Zell- 


) G. Busck, Die photobiologischen Sensibilisatoren und ihre Ei- 
weiBverbindungen. Biochem. Ztschr. 1, 425. 1906. Hier ist die weitere 
Literatur zitiert. 
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komplexe aihnlich wie die Fermente durch fluoreszierende Korper 
fiir Licht sensibilisieren. Zu diesem Zwecke wurden 2 Uhrschiil- 
chen mit 0,8 cem einer Reinkultur von Paramaecium caudatum 
beschickt, auBerdem mit 0,1 cem einer 20°/,igen Rohrzucker- und 
0,1 ccm einer 0,07°/oigen Eosinlésung (die Konzentration des Eosins 
ist somit nach dem Mischen '/;9909 mol., somit gleich der bei der 
Belichtung des Invertins benutzten Konzentration). Zwei weitere 
Uhrschilechen wurden ebenso beschickt; nur kam an Stelle des 
Rohrzuckers die gleiche Menge Wasser. Je ein Schilchen mit und 
ohne Zucker wurde in der Sonne belichtet und je eines im Dunkeln 
gehalten. Es ergab sich, da8 nach 5 Minuten in den beiden belich- 
teten Schilchen die Tiere nur mehr Rollbewegungen machten und 
nach weiteren 3 Min. jegliche Bewegung einstellten. Die im Dun- 
keln gehaltenen Tiere waren selbst nach mehreren Stunden noch 
unbeeinfluBt. Somit ist bis zum Absterben der Tiere (Sistierung der 
Bewegung) kein Unterschied wahrzunehmen, ob bei der photodyna- 
mischen Wirkung des Eosins Rohrzucker zugegen ist oder nicht. 
Der Wirkungsgrad ist genau der gleiche. 

Nach der Sistierung der Bewegung stellen sich allerdings Ver- 
schiedenheiten ein, die aber nicht auf die abschwachende Wirkung 
des Sensibilisierungsvermégens von Eosin bezogen werden diirfen. 
Bei dem Priiparate, bei welchem kein Rohrzucker zugegen war, trat 
bald Quellung und Zerfall der Tiere ein, bei dem aber, das Rohr- 
zucker enthielt, behielten dieselben sehr lange ihre urspriingliche 
lingliche Form. Es riihrt dies davon her, daf durch den Zusatz 
von 2°/ 5 Rohrzucker eine gewisse Fixation der abgestorbenen 
Zelle eintritt. Das gleiche ist namlich der Fall, wenn fiir Paramiicien 
giftige Stoffe im Dunkeln auf diese Tiere einwirken. Setzt man 
Chinin 1:10000 Paramicien im Dunkeln zu, so tritt nach ca. 15 Mi- 
nuten Stillstand der Tiere ein und nach weiteren 10 Minuten 
kommt es zur Quellung und zum Zerfall. Wird aber dem Chinin 
2 °'9 Rohrzucker beigegeben, so tritt dieser Zerfall nicht ein und 
selbst nach 24.Stunden ist die Form der abgestorbenen Tiere noch 
erhalten. 

Somit ist dem oben gemachten Einwande, da& das Sensibili- 
sierungsvermégen des Eosins durch den Zutritt der Kohlehydrate 
abgeschwicht werden kénnte, die Begriindung entzogen. 

_ Es ist also erwiesen, da8 wie der Rohrzucker auch noch 
eine Reihe anderer Kérper aus der Gruppe der Kohle- 
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hydrate und zwar die ganze Gruppe der Hexosen, sowie 
die des Rohrzuckers die Eigenschaft besitzen, die scha- 
digende Wirkung des Lichtes auf Invertin bei Sauerstoff- 
anwesenheit zu hemmen. Es kann somit von einer Verschie- 
denheit der Lichtwirkung auf ,,ruhendes“ oder .,tatiges* Ferment 
nicht mehr die Rede sein. 

Alle anderen nicht zu diesen Gruppen gehérenden 
K érper, wie neutrale Salze, Harnstoff, Glyzerin usw. zeig- 
ten keine soleche Hemmung. Nur bei Mannit war sie, wenn 
auch sehr gering, vorhanden. 

Mit der molekularen Konzentration kann diese Hemmung, 
wie aus Tabelle VI hervorgeht, nicht im Zusammenhange stehen, 
ebenso auch nicht mit der inneren Reibung. Ein Grund dafiir, 
daB gerade die chemisch sich sehr nahe stehenden Kohlehydrate 
diese Wirkung haben, kann zurzeit nicht angegeben werden, viel- 
leicht handelt es sich um eine Adsorptionserscheinung, durch die 
das Ferment vor der Lichtschadigung geschiitzt wird. 

Es lag nun die Frage nahe, ob die Schadigung des Invertins 
durch Wiarme sich ebenfalls durch Zusatz bestimmter Stoffe ein- 
schrinken lait. Ich habe mit H. Schmorell Versuche in dieser 
Richtung gemacht und hebe hier nur das Hauptergebnis hervor, 
namlich, daB alle bisher untersuchten Stoffe z. B. die Neutralsalze, 
Glykokoll, Glyzerin, Mannit, simtliche Kohlehydrate bei ihrer An- 
wesenheit die Warmeschiadigung auf Invertin stark hemmen. Diese 
Befunde stehen im Einklang mit bereits gemachten Beobachtun- 
gen. So hat A. Mayer’) gefunden, da8 Rohrzuckerzusatz die 
Schidigung des Invertins durch Wirme hemmt. Er schreibt in 
seiner Zusammenfassung”), ,,feststehend ist also die Tatsache, da6 
Invertinlésungen fiir sich allein schon bei Temperaturen in ihrer 
Fermentkraft geschiidigt werden, denen sie in voller Titigkeit be- 
griffen Trotz zu bieten vermégen, eine Tatsache, wie uns scheint, 
von der gréBten Wichtigkeit“. 

Ein ahnliches Verhalten konstatierte C. J. Lintner bei der 
EKinwirkung der Wirme auf Diastase*). Diese wird bei Gegenwart 


*) Weitere Beitriige zur Kenntnis der Wirkung des Invertins. Ztschr. 
f. d. ges. Brauwesen. Neue Folge 6, 86. 
*) Studien iiber Diastase. Ztschr. f. ges. Brauwesen. Neue Folge 11, 77. 
*) Uber den Einflu8 der Neutralsalze auf Serumalexine, Enzyme, 
Toxalbumin, Blutkiérperchen und Milzbrandsporen. Arch. f. Hygiene 17, 
138—178 (Jubelband 1893). 
Biochemische Zeitschrift Band IL 33 
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von Starke durch héhere Temperatur bei weitem weniger geschi- 
digt, als wenn sie nur in wisseriger Lésung erwirmt wird. Der 
Unterschied betriigt ca.50°/). Lintner erscheint es wahrscheinlich, 
daB obige Erscheinung nicht etwa auf einen direkt schiitzenden 
Hinflu8 der Starke bzw. der Umwandlungsprodukte derselben be- 
ruhe, sondern auf der durch die Anwesenheit derselben erméglich- 
ten fermentativen Tatigkeit der Diastase. Die fermentative Tatig- 
keit wire demnach das schiitzende Moment. 

Die gesteigerte Resistenz der Enzyme gegen Erhitzen bei An- 
wesenheit von Neutralsalzen hat Buchner festgestellt') und darauf 
hingewiesen, daf die Ursache hierfiir in der durch die Salze aus- 
getibten Wasserentziehung liegen diirfte. Wie die Enzyme verhiel- 
ten sich auch die Serumalexine, die Toxalbumine, Blutkérperchen 
und Milzbrandsporen. Ohne diese Arbeit von Buchner zu kennen, 
sind wir bei Anordnung unserer Versuche von fhnlichen Ge- 
sichtspunkten ausgegangen. Ausfiihrlicher will ich darauf jetzt 
nicht eingehen, sondern spater in Verbindung mit H. Schmorell 
dariiber berichten. 

Es besteht somit auch hier wiederum ein Gegensatz 
zwischen Lichtschidigung und Warmeschiadigung. Er- 
stere kann nennenswert nur durch Anwesenheit gewis- 
ser Kohlehydrate hemmend beeinfluBt werden, letztere 
durch die Gegenwart fast aller bisher von uns in dieser 
Richtung untersuchten Stoffe. 


*) Anm. *) S. 501. 














Uber die Einwirkung kolloidaler Gifte aut Paramicien. 


Von 
Dr. W. Hausmann und Dr. W. Kolmer. 


(Aus dem physiologischen Institut der Hochschule fiir Bodenkultur 
in Wien. Professor Durig. 


(Eingegangen am 4. Februar 1907.) 


Das Studium der Einwirkung kolloidaler Gifte auf ein- 
zellige Organismen hat Interesse erlangt, weil in letzter Linie 
die Vergiftung hoherer Tiere durch Toxine auf die Vergiftung von 
einzelnen Zellen des Organismus durch kolloidale Gifte zuriickzu- 
fiihren ist. Es lag daher nahe, den Einflu8 kolloidaler Sub- 
stanzen auf einzellige Lebewesen ——- wir wihlten Paramiicien, 
zu untersuchen. 

Natiirlich ist ohne weiteres zuzugeben, daB ein direkter Ver- 
gleich der Paramicien, deren eine Zelle alle Funktionen versieht, 
mit einer spezifische Funktionen versehenden Zelle irgend eines 
Organes nur mit Vorbehalt erméglicht ist. Doch scheint das Ver- 
halten solcher einzelliger Organismen gegen kolloidale Substanzen 
den einfachsten Fall einer Vergiftung durch kolloidale Gifte darzu- 
stellen. 

Hier seien in Kiirze einige Beobachtungen iiber das Verhalten 
von Paramiicien gegen kolloidale Gifte mitgeteilt. Da aubere Um- 
stinde eine Fortfiihrung dieser Versuche vorliufig nicht gestatten, 
seien sie ganz kurz besprochen, um uns eine weitere Mitarbeit in 
diesem speziellen Falle zu erméglichen. Zur Untersuchung kamen 
Tannin, Sapotoxin, kolloidales Quecksilber, Abrin, Ricin und das 
diesen Giften sehr nahe stehende Colchicin. Vor allem sollte 


untersucht werden, ob die natiirliche Immunitat der Infusorien 
33* 
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gegen verschiedene Toxine in ursichlichem Zusammenhange steht 
mit der kolloidalen Natur dieser Gifte. Gengou') hat gezeigt, 
da8 Paramicien unempfindlich sind gegen Diphtherie- und gegen 
Tetanustoxin. Es war uns bis zu AbschluS unserer Versuche un- 
bekannt gewesen, daB Th. Bokorny®) schon auf die groBe Resi- 
stenz von Infusorien gegen Abrin und Ricin hingewiesen hatte, 
was wir durchaus bestitigen konnten. Vor kurzem hat Land- 
steiner®)gezeigt, daB Trypanosomen von Saponin vergiftet werden, 
wihrend Bakterien Saponin immun sind. Unsere Ergebnisse seien 
in der nachstehenden Tabelle mitgeteilt. Die Paramicienauf- 





























Tabelle LI. 
‘5 to| Mengedes |e eG | = 
3 5 | auBe om su-| 5-5 2 
& 3 esetzten | 225 g k 
es runnen- | 2824 Bemerkung 
= S| wassers (=8 3 
=> 
a 2 A ES 
‘a Nach mehreren Stunden 
0,1 0,9 | 2,5 normal. 
Sapotoxin 0.2 0.8 25 { Nach mehreren Stunden 
0,1°/, Lésung a ’ a fast alle normal. 
in Brunnen- 03 0.7 25 { Nach mehreren Stunden 
waseer. " | , ” \ nur vereinzelt am Leben. 
: a Nach einigen Stunden 
0,4 | 0,6 2 { alles tot. 
tos! o7 | ax. |f Nach 24 Stunden einzelne 
Tannin 0,1°/, ad 0,7 25 am Leben. 
in Brunnen- Nach 24 Stunden einzelne 
wasser. - 06 ns am Leben. 
05 | 05 | 25 | Sehr bald alle tot. 
ven! | Nach mehreren — nor- 
Dialysierte mal; 0,2ccm der Lisun, 
salzfreie = — 1 agglutinierte deutlic 
Abrinldsung. | 5 ccm 2°, Kaninchen- 
| blut. 
: F | Nach mehreren Tagen nor- 
Dialysierte mal; 0,05 ccm dieser 
salzfreie 1 | — 0,5 Lisung  agglutinierte 
Ricinlésung. | 5 com 2°/, Kaninchen- 
blut. 





*) Ann. de l'inst. Pasteur 11. 1897 zit. nach Metschnikoff, 
Immunitét. Jena 1902. 

*) Pfliigers Archiv 64, 305. 

‘® Centralbl. f. Bakteriologie 88, 542. 
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schwemmung in reinem Brunnenwasser war durch Aufsteigenlassen 
der Paramicien in einer langen Réhre gewonnen worden. Diese 
durch negative Geotaxis von den zahlreichen Verunreinigungen 
der Ausgangskultur befreiten Paramiicien sind nach den Erfah- 
rungen von Barrat') ganz ungeschiidigt, im Gegensatz zu den 
durch Zentrifugieren gereinigten. 

Aus der vorstehenden Tabelle geht klar die groBe Verschieden- 
heit in dem Verhalten einzelliger Organismen gegen kolloidale Gifte 
hervor. Der kolloidale Charakter an sich ist nicht be- 
stimmend fiir die Art der Giftwirkung. 

Jedenfalls ist die natirliche Immunitat einzelliger 
Lebewesen gegen Toxine unabhingig von der kolloi- 
dalen Natur dieser Gifte. Denn die bisher untersuchten kolloi- 
dalen Toxine (Diphtherietoxin, Tetanustoxin, Abrin, Ricin) sind 
ungiftig fiir Paramicien, die ebenfalls kolloidalen Kérper Tannin 
und Saponin fiir sie hochtoxisch. 

Kolloidales Quecksilber, Hyrgolum der Firma Heyden, 
wurde ebenfalls untersucht. Es wirkt zweifellos giftig auf Para- 
miicien, doch lieBen sich vielleicht wegen der Verschiedenheiten 
der Kulturen keine sicheren Zahlen ermitteln. So wirkten in 
einem Falle 0,05 cem der Lésung (0,05 g auf 1000 ccm Wasser) 
sehr giftig auf 0,5 ccm einer Paramiacienkultur, wahrend in an- 
deren Versuchen die 10fache Menge ohne Wirkung blieb. Durch 
Erhéhung der Temperatur lieB sich die Giftigkeit des kolloidalen 
Quecksilbers ungemein verstarken. Bei 33° C. — einer an sich fir 
Paramiicien ganz unschidlichen Temperatur — gingen die Infu- 
sorien bei Zusatz von 0,1 cem der Quecksilberlésung zu 0,5 cem 
Kultur in 50 Minuten ein, bei 15° C. starben die Tiere nach 
etwa 6 Stunden bei derselben Konzentration. Das Praparat war 
langere Zeit dialysiert worden. Es kann sich hier demnach 
nicht um Giftwirkung in der Wirme starker dissoziierter Salze 
handeln. 

Ganz besonders deutlich aber konnte der EinfluS der erhohten 
Temperatur bei Einwirkung von Colchicin auf Paramiicien be- 
obachtet werden. Colchicin — wir verdanken das ganz reine, 
kristallisierte Praiparat der Freundlichkeit von Herrn Professor 
Zeisel — wurde untersucht, da es in vieler Hinsicht den Toxinen 


) O. W. Barratt, Ztschr. f. allgem. Physiol. 6, 16. 
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und anderen kolloidalen Giften sehr nahe steht. Es wirkt mit 
Inkubationzeit (Rossbach')); Kaltbliitler sind dagegen nahezu 
unempfindlich (J akobj*)), wihrend es fiir Warmbliitler ungemein 
giftig ist. Auch in seinem Verhalten gegen Winterschlifer ist es den 
Toxinen und anderen kolloidalen Giften sehrahnlich *). Fledermause 
werden im wachen Zustande mit Inkubationszeit getétet, im 
Winterschlafe sind sie immun gegen diese Art der Colchicin- 
vergiftung. Ebenso kann man, wie bei Toxinen und den kolloi- 
dalen Giften Tannin und Saponin auch bei Colchicin die Inkuba- 
tionszeit durch den Winterschlaf erheblich verliingern*). Es sei 
hier darauf hingewiesen, da trotz aller Ahnlichkeit des Colchicins 
mit den Toxinen doch tief greifende Unterschiede in ihrer Wir- 
kung auf den Organismus bestehen miissen. Trotz der groBen 
Ubereinstimmung in der Art der Giftwirkung fehlt bei Colchicin 
das Hauptmerkmal der Toxine, die Immunisierungsméglichkeit. 
Es ist dem einen von uns (H.) trotz zahlreicher Versuche an 
weiBen Miusen nie gelungen, auch nur die Spur einer Gewohnung 
an Colchicin zu erzielen, weder bei subkutaner Applikation, noch 
bei Beibringung des Giftes per os. Die Wirkung des Colchicins 
auf Paramicien geht aus nachfolgender Tabelle hervor. Das Col- 
chicin wurde gewogen und direkt in der Paramiicienauf 
schwemmung gelést. (Tab. LI. 


Wir sehen hier vor allem eine sehr erhebliche, aber nicht ab- 
solute Resistenz der Paramiicien gegentiber Colchicin. Durch 
die Erhéhung der Temperatur wird die Wirkung des 
Colchicins ganz ungemein gesteigert, soda bei Zimmer- 
temperatur indifferente Konzentrationen, — die Tiere 


) Pfliigers Archiv 12, 308. 

*) Archiv f. experim. Pathol. und Pharmakol. 27, 119. 

3) W. Hausmann, Pfliigers Arch. 118, 317. 

*) Eine im chemischen Laboratorium von Professor Zeisel im Gange 
befindliche Untersuchung hat ergeben, da8 dem gelisten Colchicin bei 
niedriger Temperatur eine Molekulargrife von etwa 800, bei héherer 
Temperatur von etwa 400 zukommt, entsprechend der schon vor Jahren 
von Zeisel ermittelten Colchicinformel C,,H,,NO, beziehungsweise 
(C,,H,,NO,),. In seiner dimerer Form nihert sich demnach das Colchicin 
den Kolloiden, was auch — wie oben auseinandergesetzt — in seinem physio- 
logischen Verhalten zum Ausdruck gekommen war. 
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Tabelle IU. 





Colchicinlisung 


in 9 Wirkung bei 15°, | Wirkung bei 33° C. 
in %/, 
0,35 Nach 4 Tagen normal | _ 
l Nach 4 Tagen normal (Nach 3'/, Stunden alles tot. 
1,25 Nach 4 Tagen normal a= 
1,60 Nach 7 Stunden normal Nach 1 Stunde alles tot. 
8 Nach 3 Stunden fast Nach 20 Minuten alles tot 
alles tot. 
lebten bis zu 4 Tagen ohne merkliche Schadigung — in 


der Wirme hochtoxisch wirkten. Es liegt hier ein ganz ahn- 
liches Verhiltnis vor, wie es bei Vergiftung von winterschlafenden 
und wachen Fledermiusen mit Colchicin beobachtet worden ist. 

Es sei hier auf die interessanten Ausfiihrungen von A. Ka- 
nitz hingewiesen, der ahnliche Beobachtungen vor allem mit der 
Beschleunigung der Reaktionszeit durch die erhéhte Temperatur 
in Verbindung bringt. *) 


‘) Biolog. Centralblatt 27, 11. Nr. 1. 














Uber eine neue klinische Methode der quantitativen 
Bestimmung von Frauenmilchbutter. 


Von 
Dr. Arturo Primavera. 


(Istituto di Chimica Fisiologica della Regia Universita di Napoli 
diretto dal Professore P. Malerba.) 


(Eingegangen am 9. Februar 1907.) 


Unter den bisher zur Bestimmung des Fettes in der 
Milch gebrauchten, annaihernd oder sehr genauen Me- 
thoden gibt es keine einzige, die in der Klinik anwendbar ist. 

Die Laktoskope, die Cremometer, die Laktobutyrometer sind 
nur zur physiologischen, hygienischen und industriellen Untersu- 
chung anwendbar. Obgleich dieselben zur raschen und annihernden 
Bestimmung der in der Milch enthaltenen Butter, welche man in 
Verkauf bringt, hinreichend sind, so kann man sie, streng genom- 
men, nicht zur chemischen Untersuchung der Frauenmilch an- 
wenden. 

Was die genauen Methoden anbelangt — kurz gesagt, die von 
Soxhlet — so wiire ihre Verwendung zu klinischen Unter- 
suchungen unzweckmiabig. LEinerseits finden wir Schwierigkeiten 
in der langen Dauer der Priifung, und andererseits sind ge- 
naue Instrumente dazu erforderlich, welche wegen ihres Preises 
und ihrer Betriebsart sich nicht in einem gewohnlichen klinisch- 
chemischen Laboratorium befinden kénnen. Im Hinblick auf die 
Ziele dieser chemischen Arbeiten ist es ja begreiflich, daS man 
stets die Leichtigkeit und Kiirze des Verfahrens héher an- 
schligt als die streng wissenschaftliche Genauigkeit der Er- 
gebnisse. 
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Bouchut') schlug im Jahre 1886 vor, die Buttermenge auf 
Grund der Anzahl] der in einem cmm Milch vorhandenen Fett- 
kiigelchen zu bestimmen. 

Das war der erste Antrieb fiir eine klinische Methode, 
Bouchut vermochte sie aber nicht in der von ihm beabsichtigten 
Weise zu verwenden, da er die bedeutenden Fehlerquellen nicht 
sah, so daf er sich, ohne die nétigen Korrektionen und Moditika- 
tionen vorzunehmen, der einfachen Zahlung der Kiigelchen be- 
diente, woraus er nicht nur hinsichtlich der Buttermenge, sondern 
auch der Hohe des spezifischen Gewichts der Milch einen Schlu8 
ziehen wollte. Und so behauptete er unter anderem, daB bei be- 
trichtlicher Abnahme der Zahl der Kiigelchen, auch das spez. 
Gewicht der Milch im nimlichen Verhiiltnis sinke. 

Finizio bemerkt mit Recht in seiner jiingst erschienenen 
Arbeit®), diese Behauptung sei irrtiimlich, indem er hierbei auf- 
merksam macht, da$ die Butter ein geringeres spez. Gewicht als 
das destillierte Wasser hat, sodaB die Zahl der Kiigelchen einer 
Milch zum spez. Gewicht der Milch umgekehrt proportional sein 
sollte. 

Obwohl Friedmann®) im Jahre 1902 die Methode des Globu- 
limeters empfahl, hatte diese bisher wenig Gliick gehabt, und 
Finizio tibt in seiner oben genannten Arbeit eine strenge Kritik 
der Methode, indem er folgendes behauptet: Die Zahlung der Milch- 
kiigelchen kann nicht die direkte Dosierung der Butter ersetzen, 
denn es gibt keine feste Beziehung zwischen der Zahl der Kiigel- 
chen im cmm und der prozentualen Fettmenge. Der Mange] einer 
solchen Beziehung ist hauptsichlich dem sehr veriinderlichen Um- 
fang der Milchkiigelchen zuzuschreiben. 


Finizios Bemerkung ist héchst tiberzeugend, dennoch aber 
nicht derart, dai man die Methode des Globulimeters beiseite 
legen sollte. 

Obwohl die von Bouchut vorgeschlagene Methode in der 
Praxis die genauen Methoden zur Bestimmung der Butter nicht 
ersetzen kann, so hat sie doch einen besonderen Wert in ihrer 


*) Bouchut, Hygiene de la premiére enfance. Paris, 1886. 

*) Finizio, Sul valore della conta dei globuli per conoscere la quan- 
tita del burro ecc. — La Pediatria. 1. 1902. 

*) Friedmann, Deutsch. med. Woch. 1962. 
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Auffassung, so da8 sie, wenn man die von Finizio angegebenen 
Ubelstinde beseitigen kénnte, in der Klinik gewi8 allen anderen 
his jetzt gebrauchten vorzuziehen wire; es wire eine kurze, leichte, 
ziemlich genaue Methode, bei welcher sehr wenig Material in Ge- 
brauch kommen wiirde. 

In der ersten Versuchsreihe suchte ich vor allem nachzuwei- 
sen, daB zwischen der Zahl der Kiigelchen und dem Fettgehalte 
der Milch kein konstantes Verhiiltnis besteht, derart daf durch 
die einfache Zihlung mit dem Globulimeter nach Friedmann 
eine zu klinischen Zwecken geeignete Methode der Butterbestim- 
mung geschaffen sein diirfte. 


Aus der folgenden zusammenfassenden Tabelle kann man 
die Inkonstanz dieses Verhiltnisses entnehmen: 





_. | Zahl der | Fettmenge*/, Zahl der = Fettmenge °/, 
Beob- | Kiigelchen ‘ (Meth. Beob- Kiigelchen (Meth. 
achtung ‘fir einen omen ——s achtung pn ~—— 

I 3270000 2,85 Vil 2500000 3,12 

I 5 200000 3,05 Vill 3180000 3,26 

[tl 3527000 2,83 IX 4200 000 3,28 
[V 3823000 2,54 X 2750000 2,80 

V | 6522000 2,63 XI 4014000 2,42 

VI 2524000 2,86 XI 1628000 2,64 





Es handelte sich darum, einige Modifikationen an der von 
Bouchut eingefiihrten Technik vorzunehmen, um zu erreichen, 
da8 man mittels einer ziemlich einfachen Berechnung und ohne 
Hilfe einer Konstanten die Fettmenge einer Milch (sei sie in Vo- 
lumen oder Gewicht) durch Ziihlung und Messung der Kiigel- 
chen bestimmen kann. 

Mit wenigen Worten will ich meinen Gedanken kundgeben: 

Es wird im allgemeinen anerkannt, daB das Milchkiigelchen 
eine Kugel darstellt. Wie man weiB, lehrt die Geometrie, da8 man, 
wenn der Durchmesser einer Kugel bekannt ist, bei Anwendung 
einer speziellen Formel das Volumen derselben leicht finden 
kann. 


In unserem Falle wird es geniigen vorsichtig das Okular- 
Mikrometer zu gebrauchen, um den Durchmesser einer gewissen 
Anzahl Milchkiigelchen zu erhalten. 
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Bei dessen Kenntnis kann man folgende Forme! aufstellen: 
V=ind' 

Beim ersten Blick scheint sie sehr kompliziert, hauptsichlich 
wegen der Abneigung, die wir Arzte gegen mathematische For- 
mulierungen hegen, in der Tat aber ist sie einfach genug. 

In der Tat ist der Wert von a bekannt und konstant, indem 
er dem Wert von 3,14 gleich ist. Was den Wert d betrifft, so wird 
derselbe durch den Gebrauch des Okular-Mikrometers ermittelt. 

Mit einem praktischen Beispiel will ich die Berechnungen er- 
kliren, welche ich meinen Untersuchungen zugrunde legte. 

Nehmen wir an in einer Milchprobe 1 800000 Kiigelchen in 
einem cmm gefunden zu haben, wovon man 100 mi8t und dabei 
28 aus lw, 12 aus 3m, 30 aus 2m, 20 aus 5m, und 10 aus 64 
findet. Der durchschnittliche Diameter eines Kiigelchens wird 
dann sein 

(28 +1) + (12-3) + (30-2) + (20-5) + (10-6) 
7 100 
d. h. 284 = 2,84 u 
Und der Durchschnittswert eines Kiigelchens wird 
V = 5 7(2,84)§ = } 3,14 (2,84)° 
= 0,54 - 22,906304 = 11,9112 u® sein. 

Da aber in einem cmm Milch 1800000 Kiigelchen sind, so 
wird das Fettvolumen, welches in einem cmm Milch enthalten ist, 
von 11,9112 x 1800000 = 21440160 w® sein. 

Folglich wird das in einem Liter Milch enthaltene Fett 
volumen gleich 21 440 160 K 1000000 = 21 440160000 000 u* 
sein. 

Um nun die Zahl in ccm auszudriicken, wobei zu beachten 
ist, daB ein ccm gleich 1000000000000 kubischen Mikromilli- 
meter ist, mu man mit dem Komma 12 Ziffern gegen links riicken 
und so findet man 

ecm: 21,44016. 

Diese Zah] wird nun den Inhalt des Fettes (in ccm ausge- 
driickt) fiir jedes Liter Milch vorstellen. 

Man kann aber noch weiter schreiten, indem man die Zahl, 
die das Fettvolumen ausdriickt, in eine andere Zahl, welche das 
Fettge wicht ausdriickt, umrechnet. 
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Man hatte nur die erhaltene Zahl durch die das spez. Gewicht 
der Butter ausdriickende Zahl zu dividieren, welche nach Ham- 
marsten im Durchschnitt 0,97 betriigt. 

Und dann ist 

at = 22,1032 Gramme. 

Die Zah] stellt die Quantitaét Butter dar, welche in einem 
Liter Milch enthalten und als Gewicht ausgedriickt ist. 

Fiir jede Milchprobe wurde eine Kontrollbestimmung mit 


der Methode von Soxhlet ausgefiihrt. 


Der Kiirze wegen werde ich die Ergebnisse meiner Beobach- 
tungen in einer Tabelle zusammenfassen. 





| 
| 





| y $3. 8S! | 
abl der | Bash: | Pett 323882! abso. | Prozen- 

Beobach- Kiigel- \durchmeser| 8 Fa SEso| 1 
‘ hen fiir pre in einem lees ot uter | tualer 
7 7 Kagschens Lit Mileh | $304 24| Fehler | Fehler 

‘einen cmm' e * y =s) | 
xu 125000 | 2,84 | 15,03 13,05 + 1,98 as 15,17 
XIV| 170000 3,53 39,05 38,16 +0,87 | 227 
XV | 3000000 | 2,20 | 17,12 | 1900 | —1,88 | 9,94 

XVI! 1600000 | 3,08 | 25,06130; 25,061 0 0 

XVII|2100000 | 2,55 18,6668 | 20,72 | —206 9,94 
XVII | 3000000 | 2,49 | 24,8079 | 2512 | —082 | 1,97 
XIX | 2250000 | 2,86 | 31,2492 30,29 | +1,04 | 3,43 
xx 1900000 3,30 | 36,7069 | 2985 | +6,85 | 22,94 
XXI/ 2250000 | 3,05 | 34,2226 | 35,17 | —0,95 | 2,70 
XXII} 4100000 | 2,35 | 28,5245 | 30,60 —2,08 | 6,79 
XXIII | 3000000 2,90 | 39,223 | 32,05 +7,17 | 237 
XXIV /}1200000 | 3,62 | 30,4730 | 30,65 — 0,18 0,58 
XXV | 5600000 1,70 | 14,7491 16,06 —1,32 | 8,21 


XXVI | 3088000 , 2,80 | 36,3080 85,18 = + 1,12 3,18 
XXVII}6010000 2,35 | 41,8128 40,76 | +1,05 | 2,57 


XXVIII | 4200000 | 2,40 | 31,1253 29,15 | + 1,97 6,75 





XXIX |7100000 2,00 | 30,40 31,00 | —0,60 | 1,98 
XXX 210000 2,95 | 28,9012 ' 96,75 | +2,15 | 8,03 
XXXI/3000000 | 2,90 | 39,223 39,54 | — 0,32 0,80 
XXXII} 1800000 | 3,55 | 43,1707 42,96 + 0,21 0,48 


Wie man aus der vorstehenden Tafel entnimmt, ist der ab- 
solute Fehler von 0 bis 7,17, d. h. im Durchschnitt 1,70 g fir 
jedes Liter Milch, wenn man dabei nicht rechnet, ob die Abwei- 
chung nach oben oder nach unten stattfindet. 
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Der prozentuelle Fehler ist zwischen 0 und 22,94, was ein 
Mittel von 6,46 pr. 100 darstellt: mit anderen Worten, auf jedes 
100 g Fett, welches nach der von mir beschriebenen Methode do- 
siert wurde, kann ein Durchschnittsfehler von 6,46 gegeniiber den 
mit der Methode von Soxhlet erhaltenen Resultaten vorkommen. 


Technisches Verfahren. 


Bevor ich die Milchprobe fiir die Untersuchung entnahm, 
habe ich immer getrachtet, eine gewisse Menge davon abzulassen 
um die im letzten Teil der Kanilchen stehende Milch zu entfernen, 
in welchen Kanilchen das Fett eine groBe Verinderung erfahren 
haben kann. 

Nachdem ich die Brustwarze mit Ather und Alkohol gereinigt 
hatte, habe ich stets mit einem leichten Druck etwa 15 ccm Milch 
gesammelt. 

Sofort schritt ich zur Zihlung der Kiigelchen mit dem nim- 
lichen Verfahren, so wie man die roten Blutkérperchen zahlt, wo- 
bei ich aber als Verdiinnungsmittel anstatt der physiologischen 
Lésung destilliertes Wasser gebrauchte, indem ich in das Réhrchen 
bis zum Zeichen ansaugte. 

Ich bediente mich dabei des Okular-Mikrometers 3 und des 
Objektivs 7* (Koristka). 

Nebst der Zaihlung der Kiigelchen fiihrte ich gleichzeitig in 
jedem Gesichtsfelde die Messung einer gewissen Anzahl] derselben 
aus, und gerade derjenigen, welche sich in einem gewissen Qua- 
drant befanden. 

Die Messung beschriinkte sich auf 100 Kiigelchen fiir jede 
Milchprobe. 

Nach der Messung und der Zihlung fiihrte ich die Berechnung 
aus, indem ich dazu die angefiihrte Formel anwandte. 

Bei dem praktischen Beispiel habe ich die Berechnung in 
allen ihren Einzelheiten iibertragen, um die einzelnen Uberginge 
augenscheinlich zu machen; aber in der Praxis kann man die Re- 
rechnung kiirzer und einfacher gestalten, wenn man einige Modifi- 
kationen in der Formel vornimmt. 

Ich werde in kurzem meine Gedankenfolge ausdriicken, 
welche mir erlaubt hat, die urspriingliche Formel zu modifizieren : 

D — sei der Durchschnittsdurchmesser eines Kiigelchen, in 
ausgedriickt. 
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v —— Durchschnittsvolumen eines Kiigelchen (in u* ausgedriickt). 

N — die in einem cmm Milch enthaltene Kiigelchenzahl. 

Vv — das in einem cmm Milch enthaltene und in u® ausge- 
driickte Fettvolumen. 

W — das in einem Liter Milch enthaltene, mit u* ausgedriickte 
Fettvolumen. 

W' — dasselbe mit ccm ausgedriickt. 

d — Spez. Gewicht der Butter (= 0,97). 

X — das in einem Liter Mich enthaltene, in Grammen ausge- 
driickte Fettgewicht. 


Nach den urspriinglichen Formeln wiirden wir: 


lL. vx B= ¥. 
2. NX 1000000 = W, d. h. V X 1000? = W. 
Ww —- wy WwW _ ws 
1000000000000 = “4: »- so99 = W 


als Resultat haben. 

Um nun die Berechnung zu vereinfachen, kénnen wir mit 
dem Buchstaben @ die Zahl bezeichnen, welche man erhalt, wenn 
man N durch 1000000, d. h. durch 1000? teilt. 


Dann erhalten wir 


N 
* 000? = “ 
und somit: 
5. N= aX 1000*. 


Aber fiir die Formeln 1., 2., 3. wird man 





y 2 
6. Wi= aT haben, 
und dann fiir die Formel 5.: 
7 wie v&X aX 1 000? x 1000? 
™ .: 10004 
und somit: 
 wi__¥ Xe X 1000° 
ae 
das heiBt: 
9. W'=>vXa. 


Aber wir wissen, da6 
10. v= ¥enD*,d. h. v= '/e 3,14 DS 


und da8 
Ww! 


un. a= 097 (0,97 = spez. Gewicht) 
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und dann, wenn man statt W' seinen in der Formel 9 ausge- 
driickten Wert an die Stelle setzt, erhalten wir 

vXa 

0,97 

und an die Stelle des vy seinen in der Forme] 10 ausgedriickten 
Wert 


3. -2= 


‘ 7 ‘yn DXe 
> Am oe 
das heiBt: 
Ue ‘ ys 
14. x — /#3,14D'X 4 


0,97 
und wenn man die in der Forme] 14 angezeigten Berechnungen voll- 
zieht, so wird man 
15. X = 0,54 D* a@ erhalten. 

Diese letzte Formel ist entscheidend, und sie ist diejenige, 
welche man fiir jede Bestimmung der Milch anwenden wird. 

Der Wert D wird mit dem Okular-Mikrometer bestimmt und 
den Wert a, wie schon gesagt, erhilt man, wenn man die in einem 
emm Milch enthaltene Kiigelchenzahl durch 1000000 teilt. 

Wenn man sich der so modifizierten Forme] bedient, so fillt 
die Berechnung einfacher und kiirzer aus. 

Wenden wir nun diese neue Formel an, um eine Beobachtung, 
z. B. die XV., zu berechnen. Wir haben: 

Zahl der Kiigelchen in einem cmm 3000000. 

Somit a = 3. 

Durchschnittsdurchmesser eines Kiigelchens uw 2,2. 

Somit D'= w 10,608. 

Und dann: X = 0,54 & 10,608 & 3 

= Gramm 17,1. 

Die Zahl ist nur bis zu dem Dezigramm genau; da aber mit 
der vorgeschlagenen Methode der wirkliche Fehler immer héher 
als '/p g angenommen werden kann, was sich aus den angegebenen 
Beobachtungen erklirt, so kann man eine solche Zah! praktisch 
als genau betrachten. 


Auszug der Resultate und Schliisse. 
Aus den ersten zwélf Beobachtungen, bei welchen die ein- 
fache Ziihlung der Kiigelchen und die Kontrollbestimmung nach 
der Methode von Soxhlet, ohne Messung mit dem Okularmikro- 
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meter vorgenommen wurden, erweist sich offenbar der Mangel 
einer konstanten Beziehung zwischen der Kiigelchenzahl und dem 
Fettgewichte in den einzelnen Milchprobemustern. 

Die einfache Zaihlung der Kiigelchen kann daher keinen ernst- 
haften Wert als Methode der Butterbestimmung haben. 

Der Grund ergibt sich aus den folgenden Beobachtungen 
(XTI—X XXII), bei welchen die Zihlung und die Messung der 
Kiigelchen vorgenommen wurden. 

Aus diesen Beobachtungen kann man tatsichlich entnehmen, 
daB der Durchmesser der Kiigelchen der Milch sehr veriinderlich 
ist, und da8 im allgemeinen die Kiigelchenzahl ihrem Volumen 
umgekehrt proportional ist. 

So erklart es sich dann, warum eine in einem cmm 1200000 
Kiigelchen enthaltende Milch (XXIV. Beob.) 30,47 g Butter in 
jedem Liter enthalt, wihrend eine andere mit einer gréBeren Zahl 
Kiigelchen (5600000—XXV. Beob.) nur 14,74 g enthilt. Die 
Zahl der Kiigelchen war bei den benannten Beobachtungen offen- 
bar umgekebrt proportional den Volumina, und in der Tat war 
im ersten Falle der Durchschnittsdurchmesser eines Kiigelchens 
uu 3,62, im zweiten Falle hingegen mw 1,70. 

Die Zihlung der Kiigelchen, welche mit dem Okularmikro- 
meter gemacht wurde, hat im Gegenteil sehr befriedigende Re- 
sultate gegeben. 

Mit der Anwendung der von mir angegebenen, speziellen 
Formel haben sich die Ergebnisse den mit der Methode Soxhlet 
erhaltenen sehr genahert, und sie sind manchmal sogar gleich 
oder beinahe (s. XVI., XVIII., XIX., XXIX., XXIV., XXXL, 
XXXII. Beob.) gleich gewesen. 

Im allgemeinen erhielt man einen mehr oder weniger kleinen 
Fehler, immer aber auf geniigend enge Grenzen beschriinkt (von 
0,21 bis 7,17 g fiir ein Liter). 

Auf die groBen Schwankungen achtend, welche unter physio- 
logischen Bedingungen der Fettgehalt der Milch erfahren kann, 
begreift man, da8 der angetroffene Fehler eigentlich kaum zu be- 
riicksichtigen wiire; trotzdem habe ich getrachtet, mir dariiber 
Rechenschaft zu geben. 


Untersuchen wir nun die Ursachen, wovon dieser Fehler ab- 
hingen kénnte: 
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1. Fehler in der das sp. Gewicht ausdriickenden Zahl (0,97); 

2. Fehler in der Formel, nach welecher man die Berechnung 
macht ; 

5. Materielle Berechnungsfehler; 

4. Fehler in der Messung; 

5. Fehler im Zahlen. 


Was die erste Fehlerquelle anbelangt, wenn sie wirklich be 
stiinde, so wiirde es kein Mittel geben, ihr auszuweichen, da 
man das sp. Gewicht fiir jede Milchprobe, eine nach der ande- 
ren, nicht bestimmen kann. Ich bediente mich immer einer das 
durchschnittl. sp. Gewicht der Butter ausdriickenden Zahl (0,97 
nach Hammarsten), welche sich von dem sp. Gewicht der ver- 
schiedenen Milchproben nicht sehr entfernt und nur einen ganz 
leichten Fehler verursachen kann. Das geht auch aus der Tat- 
sache hervor, dai die densimetrische Methode von Soxhlet 
diesen Fehlern unterworfen ist, weil Soxhlet selbst in seinen 
Tafeln das sp. Gewicht der Butter, bei jeder Temperatur, als fest- 
stehend hatte betrachten miissen. 

Nur in einem einzigen Falle kénnten die Fehler von der 
Formel herstammen, d. h. nur dann, wenn die Form des Fettkiigel 
chens nicht kugelrund wire, weil dann die obengenannte Formel 
irrtiimlicherweise angewandt worden wire. Demgegeniiber ist zu 
bemerken, dafi alle Autoren im allgemeinen zugeben, dal die 
Elemente des Milchfettes kugelrund sind. 

Es bleibt nun nur die Méglichkeit eines Fehlers in der Mes 
sung, und es ist wahrscheinlich, daB dieser Fehler, wenn nicht 
der einzige, doch der hauptsiichlichste ist. Einerseits wiirde der- 
selbe kleiner sein, wenn man eine grifere Zahl Kiigelchen messen 
wollte. 

Noch ein anderes Mittel giibe es, d. h. wenn man die Messung 
bei einer stiirkeren VergréSerung vornehmen wirde. In der Praxis 
wiire es hinlinglich, wenn man sich eines starkeren Objektivs und 
desselben Okular-Mikrometers bediente, weil dadurch das Bild des 
Kiigelchens gréfer erscheinen und die Dimensionen des Malstabes 
des Okular-Mikrometers unveriindert bleiben wiirden; das Bild des 
Kiigelchens wiirde eine gréBere Zahl von Divisionen bedecken; 
wenn man dann annimmt, daB mit einem schwicheren Objektiv 
der Fehler einer halben Division einem wirklichen Fehler eines 
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Mikromillimeters entspricht, miuBte bei doppelter VergréBerung 
dieser Fehler nétigerweise einem halben Mikromillimeter ent- 
sprechen. 


SchluB 


Obwohl die von mir vorgeschlagene Methode sich in Hinsicht 
auf Genauigkeit mit derjenigen Soxhlets nicht messen kann, 
so ist sie dennoch genauer als die bisher gebrauchten klinischen 
Verfahren; und sie kénnte auch durch weitere Modifikationen 
noch sehr vervollkommnet werden. 


Andererseits sind Einfachheit des Verfahrens und Kiirze der 
Berechnung nach der besprochenen, von mir vorgeschlagenen 
Formel (s. Technisches Verfahren) Eigenschaften, welche die ndéti- 
gen Bedingungen fiir eine gute, klinische Methode bilden. 














Zur Kenntnis der Raffinose. 
Abbau der Raffinose zu Rohrzucker und d-Galaktose '). 


Von 
Carl Neuberg. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Institutes der 
Universitit Berlin.) 


(Kingegangen am 5. Februar 1907.) 


Von den natirlich vorkommenden sogenannten héheren 
Zuckerarten besitzt die Raffinuse besonderes Interesse, denn ein- 
mal ist sie der einzige in der Natur in nennenswerter Menge vor- 
kommende Vertreter der Trisacharide und dann ist sie als ein 
standiger und im Raffinationsbetriebe lastiger Begleiter des Rohr 
zuckers auch von erheblicher technischer Bedeutung. 


Seit der ersten Untersuchung durch Berthelot?) sind die 
Ansichten tiber die Zusammensetzung und den Bau der Raffinose 
erheblichem Wechsel unterworfen gewesen. Tollens und Risch- 
bieth*) gebiihrt das Verdienst, gezeigt zu haben, daB eine ganze 
Reihe von bis dahin fiir verschieden gehaltenen Zuckern wie 
die Melitose , die Gossypose, der Pluszucker, zahlreiche aus Pflan 
zensamen isolierte Kohlehydrate sowie die im Riibensaft von 
Loiseau*) bei der Raffination aufgefundene und Raffinose be 
nannte Substanz identisch sind. 

*) Vorgetragen in der Sitzung der deutsch. chem. Ges. zu Berlin am 
26. November 1906. 

*) Ann. de chimie (ILI) 46, 66. 

5) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 18, 2611. 1885. 

*) Comptes rendus 82, 1058. 

34* 
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LLoiseau') hat zuerst die Zusammensetzung der kristallisierten 
Raffinose richtig erkannt und gezeigt, daG sie der Forme! C1sHg2O15 
+ 5 H,O0 entspricht, eine Formulierung, die auch die richtige 
MolekulargriéBe der Raffinose wiedergibt. Schon friihzeitig ist das 
Drehungsvermégen der Raffinose beobachtet, das nach den zuver- 
liissigsten Angaben + 104,0° bis + 105,7° betriigt. Die Raffinose 
gehort zu den an sich nicht reduzierenden Zuckerarten, erlangt 
aber durch Hydrolyse energisches Reduktionsvermégen. Die Natur 
der bei der Spaltung der Raffinose entstehenden einfachen Zucker 
haben Tollens und Rieschbieth®), sowie Tollens und Gans’*) 
richtig erkannt. Die genannten Autoren zeigten, daf bei der Be- 
handlung mit Siiuren die Raffinose nach der Gleichung: C),Hs2Oi¢ 
+ 2 H2O = 3 C,Hi20, in drei Monosacharide zerfiillt, die sich als 
d-Glukose, d-Fruktose und d-Galaktose erwiesen. 

Scheibler und Mittel meier*) machten sodann die wichtige 
Entdeckung, daB sich diese Spaltung der Raffinose in zwei deut- 
lich getrennten Phasen vollzieht. Zuniichst wird von dem Trisa- 
charid allein die Fruktose losgelést und es resultiert ein neues 
Disacharid, das in Anlehnung an die friiher fiir Raffinose gebriiuch- 
liche Bezeichnung Melitriose den Namen Melibiose erhielt. 


CigHy2Ox4 + H.0 = ©; H,20, + CigH920)). 


Die weiteren Arbeiten iiber die Natur dieser Melibiose, die 
auch fiir die Kenntnis der Raffinose von hervorragender Bedeutung 
sind, haben ergeben, da die Melibiose zu den reduzierenden 
Disachariden gehért. Es erwies sich die Melibiose als ein lsomeres 
des Milchzuckers. Beide Kohlehydrate enthalten die Komponenten 
d-Glukose und d-Galaktose in iihnlicher Bindung, insofern, als in 
beiden Fiillen der Traubenzuckerrest Triiger der im Disacharid 
manifesten Aldehydgruppe ist, d. h. der Melibioxe muB die 
Forme! : 


') La sucrerie indigéne et coloniale 28, 16. 

*) Ann. de chimie 82, 169. 

5) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. 21, 2150. 1888. 

*. Ber. der deutsch. chem. Gesellsch. 22, 1678. 1889; sowie 26, 


2930. 1895. 
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CH CHO 
HCOH HCOH 
OHCH 0. OHCH 
CH HCOH 
HCOH HCOH 
CH.OH CH. 
(Galaktoserest Glukoserest.) 


oder eine ihnliche zukommen ! 

Da nun die Raffinose keine reduzierenden Eigenschaften mehr 
besitzt, muB der Fruktoserest derartig in die Melibiose eingefiihrt 
sein, daB sowohl die Karbonylgruppe des Fruchtzuckers wie die 
Aldehydgruppe der Melibiose verschwunden sind. In welcher 
Weise die Bindung hier statthat, ist bisher unentschieden, nur 
Vermutungen konnten hieriiber geiiuBert werden. Es ist nun klar, 
da8 man fiir die Beurteilung der Bindungsweise zwischen Fruktose 
und Melibiose einen wertvollen Anhalt gewinnen wiirde, falls es 
geliinge, die Spaltung der Raffinose so zu leiten, dab der Frucht- 
zucker mit einem der beiden anderen Monosacharide vereinigt als 
Disacharid zuriickbliebe und statt dessen etwa d-Glukose oder d 
Galaktose als freies Monosacharid auftriite. 

Es liegt ein auBerordentlich reichbaltiges Material ber die 
Spaltung der Raffinose vor. Ubereinstimmend geht aus diesem 
hervor, daB die hydrolysierenden Agentien rein chemi- 
scher Natur (anorganische oder organische Siuren, saure oder in 
wissriger Loésung stark dissociierte Salze) ausnahmeslos derart 
reagieren, daB bei gemaBbigter, kurzdauernder Einwirkung zunachat 
Fruktose und Melibiose gebildet wird, bei stiirkerer Einwirkung 
infolge des Zerfalls der Melibiose Fruktose, Galaktose und Glukose 
entstehen. 

Es hingt dies Verhalten offenbar mit dem Umstande zusam- 
men, daf die Art der Bindung vom Fruktoserest an die Melibiose 
ganz anders ist als die Verkniipfung zwischen Glukose und Ga 


1) Unter Zugrundelegung des von Emil Fischer fiir die Disacharide 


aufgestellten Glukosidsymbols. Selbstverstiindlich sind verschiedene andere 
Formeln als die obige mit anderen Anhydridbildungen denkbar und vor- 
laufig gleichberechtigt. 
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laktose in dem Melibiosekomplex und daB die Bindung der ersten 
Art leichter gelést wird als die letztere. 

Es war daher aussichtslos, auf rein chemischem Wege eine 
neue Art der Spaltung von Raffinose zu bewirken, nur ein spezi- 
fischer Katalysator, ein Enzym, konnte, wenn iiberhaupt, die 
Lésung der erwihnten Aufgabe erméglichen. 


Ober die Spaltung der Raffinose durch Fermente ist bisher 
folgendes bekannt: 

Die Enzyme der Oberhete') spalten die Raffinose ahnlich den 
verdiinnten Siuren in Fruchtzucker und Melibiose und vergiren, 
wenn lebende Hefe verwandt wird, nur das als Fruchtzucker vor- 
hande Drittel des Trisacharides, die Melibiose ist gegen Oberhefen 
resistent. 

Die Unterhefen *) vom Frohberger und Saazer-Typus hydro- 
lysieren die Raffinose und vergiiren sie, wenn auch langsam, so 
doch vollstindig. Dieses Verhalten hingt mit dem Gehalt der 
Unterhefen an einem zweiten Enzym, der Raffinomelibiase, zu- 
sammen, d. h. es riihrt von dem Vorhandensein eines Fermentes 
her, das auch die Melibiose hydrolysiert. Die entstehenden Spal- 
tungsprodukte Galaktose und Traubenzucker unterliegen im Gegen- 
satz zur ungespaltenen Melibiose sodann der Vergirung durch 
die Zymase. 

Prinzipiell gleich den Hefen verhalten sich verschiedene SproBb- 
und Schimmelpilze sowie Bakterien, d. h. auch sie hydrolysieren 
die Raffinose teils zu Fruchtzucker und Melibiose, teils vollstandig 
zu den drei Monosachariden; dabei werden haufig die entstehenden 
Zuckerarten partiell (zu Oxalsdure, Bernsteinsiure, Milchsaure usw.) 
umgewandelt oder vollstindig oxydiert'). 


Die den héheren Pflanzen entstammende Diastase*) ist ohne 
Wirkung auf die Raffinose, und ebenso verhalten sich zahlreiche 


') Siehe hieriiber die eingehenden Untersuchungen von Bau. Che- 
miker-Ztg. 18, 1794; Osterreichisch-ungarische Ztschr. f. Zuckerindustrie 
und Landwirtschaft 80, 205. 

*) Loiseau, Comptes rendus 108, 614, sowie Scheibler und 
Mittelmeier, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 22, 3118, 1889. 

5) Siehe bei von Lippmann, Chemie der Zuckerarten, %. Aufl. 2, 
1645 und 1646. 1904. 


*) Bau a. a. O. 
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Enzyme des Tierkorpers, wie E. Fischer und Niebel"), sowie 
Vogel und Pautz*) festgestellt haben. 

Also auch bei der Spaltung der Kaffinose durch Fer 
mente oder lebende Organismen ist bisher keine im 
Effekt anderer Art der Hydrolyse als durch die rein 
chemischen Agentien bekannt geworden. 

Die Uberzeugung, daB ein die Raffinose in anderer Richtung 
zerlegendes Enzym in der Natur vorhanden sei, hat sich schlieBlich 
als zutreffend erwiesen, und nach einer groBben Reihe vergeblicher 
Versuche fand sich im Emulsin das geeignete Agens. 

Seit sehr langer Zeit ist das Emulsin als typisch glukosid- 
spaltendes Ferment bekannt und in hunderten von Fiillen gepriift. 
Sein Verhalten zu den Polysachariden, die ja in vieler Hinsicht 
Ahnlichkeit mit den Glukosiden zeigen, scheint jedoch weniger 
untersucht zu sein, denn die Spaltbarkeit der Raffinose durch 
dieses Ferment wire wohl keinem aufmerksamen Beobachter ent- 
gangen. 

Labt man gereinigtes Emulsin auf eine etwa 10" oige wisserige 
Raffinoselésung einwirken, so findet man schon nach einigen 
Stunden, da8 die vorher nicht reduzierende Fliissigkeit Fehling 
sche Lésung reduziert. Das Maximum des Reduktionsvermégens 
stellt sich jedoch erst nach einigen Tagen ein, ein Verhalten, das 
auch sonst wiederholt bei der Spaltung von einfachen Glukosiden 
durch Emuisin beobachtet ist®). Verfolgt man den Verlaut der 
enzymatischen Spaltung poiarimetrisch, so beobachtet man eine 
Drehungsverminderung, allein es zeigte sich sehr bald, daB die op- 
tische Untersuchung keinen sicheren Schlu@ zulaé@t, da aus den 
Proteinsubstanzen des angewendeten Emulsinpriiparats stets er- 
hebliche Mengen linksdrehender Kérper in Lésung gehen, die 
das polarimetrische Bild entstellen. Durch Bestimmung des Re- 
duktionsvermégens kann man jedoch den Fortgang der Hydrolyse 
kontrollieren und findet, daB héchstens ein Drittel der in der 


') Sitzungsber. d. Kénigl. PreuB. Akademie d. Wissensch. Berlin 
1896, 73. 

*) Ztschr. f. Biologie 32, 304. 

5) Z. B. beim Coniferin von F. Tiemann. Ber. d. dtsch. chem. Ges 
18, 1599. 1885; bei gepaarten Glukuronséuren von Neuberg und Nei- 
mann (Ztschr. f. physiol. Chemie 44, 116, 1905. 
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Raffinose cnthaltenen Monosacharide als reduzierender Zucker aut 
tritt. Dieser reduzierende Anteil erwies sich als d-Galaktose, 
neben der kein anderes Monosacharid vorhanden ist. Damit war 
der Bewcis gelicfert, da Emulsin die Raffinose in der erwarteten 
Art zerlegt und daf bei dieser Spaltung d-Galaktose und ein nicht 
reduzierendes Disacharid entsteht, das Fruktose enthiilt. 

So verhiiltnismibig leicht es war, die Natur des reduzieren 
den Spaltungsproduktes (d-Galaktose) durch Uberfiihrung in das 
charakteristische und unlésliche d-Galaktose-Methylphenylhydra 
zon festzustellen, so bedeutende Schwierigkeiten bereitete die In 
dentifizierung des bei der Emulsinhydrolyse als zweites Produkt 
entstehenden nicht reduzierenden Disacharides. Das hiingt damit 
zusammen, da8 wir fiir die Isolierung der Monosacharide ausge- 
zeichnete Methoden (Hydrazon-, Osazonbildung etc.) besitzen, fiir 
die sichere Erkennung der nicht reduzierenden Disacharide aber 
auf die Reindarstellung dieser Kohlehydrate angewiesen sind. 

Das bei der Hydrolyse von Raffinose durch Emulsin neben 
Galaktose auftretende Disacharid mu aus d-Glukose und d-Fruk- 
tose sich zusammenfiigen, d. h. es muBte, da es nicht reduzierte, 
Rohrzucker oder ein Isomeres sein. Seine Isolierung geschah fol- 
gendermaBen: Zuniichst wurde das Reaktionsprodukt eingedampft, 
von der sich dabei ausscheidenden EiweiSmasse abfiltriert und 
mit mehr als der fiir 1 Molekiil Monosacharid berechneten Menge 
Methylphenylhydrazin versetzt. Binnen kurzem krystallisiert das 
in Wasser unldésliche d-Galaktose-Methylphenylhydrazon aus, die 
Mutterlauge wird durch Ausiithern von iiberschiissigemm Methyl- 
phenylhydrazin befreit und stellt nach dem Entfiirben mit Knochen- 
kohle eine farblose Fliissigkeit vor, deren Reduktionsvermégen 
minimal ist, nicht stiirker, als dem geringen, in Lésung gebliebenen 
Anteil des Galaktose-Methylphenylhydrazons entspricht. Beim 
Eindampfen dieser Lésung hinterblieb ein typischer Zuckersyrup, 
der jedoch auch bei monatelangem Stehen nicht krystallisierte. 
Das kann nicht wundernehmen, wenn man bedenkt, da bei 
dem erwiihnten Verfahren geradezu eine Melassebildung im klei- 
nen statthat; aus dem angewandten Emulsin gehen Eiweif und 


wahrscheinlich dessen Spaltungsprodukte in Lésung. Die Zer- 
legung der Raffinose bleibt, wie fast jeder FermentprozeB, unvoll- 
stiindig, der Syrup enthilt also noch ungespaltenes Trisacharid, 
und schlieBlich sind kleine Mengen von Hydrazinverbindungen 
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zugegen. Unveriinderte Raffinose kann man dem Syrup durch 
Auskochen mit heibem Methylalkohol entziehen, und der hinter 
bliebene Kiickstand zeigt nunmehr,folgende Eigenschaften: Er 
schmeckt intensiv siifS, reduziert nicht, dreht die Ebene des 
polarisierten Lichts nach rechts, nach dem Kochen mit Siuren 
(Inversion) aber links, wird durch Invertin gespalten, durch 
Hefe voéllig vergoren und gibt eine auberordentlich starke 
Seliwanoffsche Reaktion. Da alle Krystallisationsversuche 
scheiterten, wurde das in der Fliissigkeit unzweifelhaft vorhan- 
dene Disacharid zuniichst durch Fallung mit Phosphorwolfram- 
siiure von noch in Lésung befindlichen, dem Emulsin entstarmmen- 
den stickstoffhaltigen Produkten sowie von den der Abscheidung 
entgangenen kleinen Resten d-Galaktose-Methylphenylhydrazon 
befreit. Durch sofortiges Eintropfen in Barytwasser entfernt 
man den Ubersehuf an Phosphorwolframsiure. Nimmt man 
die Behandlung mit Phosphorwolframsiure in der Kiilte vor und 
filtriert nach dem Absitzen der Phosphorwolframate sofort ab, so 
wird das vorhandene Disacharid nicht angegriffen, da die Phosphor 
wolframsiiure so schwach ist, dal’ sie in der Kiilte keine Hydro- 
ly se bewirkt. 

Das Disacharid, welches sich in der durch Baryt von Phos 
phorsiiurewolframsiiure befreiten Losung befindet, kann dann ana- 
log der in der Technik iiblichen Methodik in eine feste Barytver- 
bindung iibergefiihrt werden; diese wird nunmehr mit Kohlensiure 
und etwas Ammoniumkarbonat zerlegt und eingeengt. Der resul- 
tierende Syrup wurde schlieBlich in heifem Alkohol von 98 °/o 
gelést, der beim freiwilligen Verdunsten eine dicke Kristallmasse 
lieferte. Durch Verreiben mit 90°/yigem Alkohol wurde diese von 
der anhaftenden Mutterlauge befreit, und das hinterbleibende 
Kristallpulver kristallisierte sodann aus verdiinntem Alkohol und 
lieferte eine Substanz, die sich in allen Stiicken als mit Rohrzucker 
identisch erwies. 

Durch diese Spaltung der Raffinose in Rohrzucker und d-Ga- 
laktose ist zum erstenmal ein sicherer Anhalt fiir die Bindungs- 
weise des Fruktoserestes in diesem Trisacharid gewonnen. Auf 
Grund der schon lange bekannten Spaltbarkeit der Raffinose durch 
Invertin hatte man hier bereits friiher eine Verkniipfung der Fruk- 
tose iihnlich wie im Rohrzucker angenommen. Jedoch war dieser 
SchluB recht unsicher, wenn man bedenkt, dali keinerlei Garantie 
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fiir die Kinheitlichkeit des Invertins besteht und iiberdies nach 
dem heutigen Stande unseres Wissens dasselbe Enzym auch auf 
sicher verschieden gebaute Substrate wirken kann (vergl. die Spalt- 
barkeit von #-Methylglukosid und g-Methylgalaktosid einerseits und 
die sowohl] der Phenolglukuronsaure wie des Koniferins als auch 
des Milchzuckers anderseits durch Emulsin). Erst durch die Isolie- 
rung des Rohrzuckers in Substanz ist nunmehr das Vorhandensein 
eines Sacharosekomplexes in der Raffinose sicher bewiesen. 

Da Emulsin nach E. Fischer geradezu ein Reagens auf 
§-Glukoside ist, kann die Raffinose als 8-Galaktosid des Rohr- 
zuckers oder auch als Fruktosid der Melibiose bezeichnet 
werden, je nachdem man sie von der Sacharose oder der Meli 
biose ableiten will. Damit ist auch die Formel der Raffinose etwa 
durch das Symbol (oder durch ein ahnliches) 


CH CH . CH,OH 
HCOH HCOH C 
OHCH 4 OHCH _ OHCH 
CH HC HCOH 
HCOH HCOH HC 
CH,OH CH, CH.OH 
Galaktose-Rest) (Glukose- Rest) (Fruktose-Rest) 


festgelegt bis auf die Unsicherheit, die noch in der Konstitution 
des Rohrzuckers oder der Melibiose besteht, d. h. bis auf die Art 
der Anhydridbildung zwischen den Hydroxylgruppen der einzelnen 
Monosacharide. 

Durch die Uberfiihrung der Raffinose in Rohrzucker ist auch 
zum ersten Mal die Sacharose mit Sicherheit als Spaltungsprodukt 
einer natiirlich vorkommenden héheren Zuckerart erhalten worden. 
Diese Umwandlung darf wohl auch ein gewisses pflanzenphy- 
siologisches Interesse beanspruchen, da sie auf die Ent- 
stehungsart der in Betracht kommenden Polysacharide in der Na- 
tur ein Licht wirft. 

Es ist bekannt, daB die Raffinose an ihrem Hauptfundorte, 
der Zuckerriibe, in sehr wechselnden Mengen vorkommt; bis- 
weilen begleitet sie den Rohrzucker in nur minimalen Quantitaten, 
wihrend sie in manchen Jahren in solchen Massen vorhanden ist, 
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daB sie sich in der Melasse bis zu einem Gehalt von 16 bis 22°/» 
anreichert und dabei sogar von selbst auskristallisiert. Eine ge- 
naue Beobachtung dieser Verhiiltnisse hat ergeben, dafi wahr- 
scheinlisch geologische und klimatische Einfliisse der Grund fiir 
eine vermehrte Raffinosebildung in der Riibe sind (A. Herzfeld, 
E. O. v. Lippmann). Besonders bei Vegetationsstérungen, z. B. 
nach plotzlichem Eintritt von Frost, kann man oft einen abnormen 
hohen Raffinosegehalt konstatieren. Man kann sich vorstellen, 
daB unter diesen Bedingungen eine ungewOhnliche Hydrolyse der 
Galaktane und Galaktosegruppen enthaltenden Pektinstoffe ') statt- 
findet und daf durch anomale fermentative Prozesse die freige- 
wordene Galaktose mit der Sacharose zu Raffinose zusammentritt. 
Es wiire demnach die vermehrte Raffinosebildung bis zu einem 
gewissen Grade ein pathologischer Prozeli in der Riibe, vergleich- 
bar den Stoffwechselstérungen beim Tier. 

Diese Hypothese findet angesichts des reversiblen Charakters 
der Enzymreaktionen durch die beobachtete Emulsinspaltung der 
Raffinose in die Komponenten Rohrzucker und d-Galaktose die 
erste experimentelle Begriindung. 

Nunmehr scheinen auch Versuche zu einer Synthese des 
Trisacharids auf der angegebenen Grundlage nicht mehr aussichts 
los, sowohl rein chemische wie solche mit Hilfe der Enzyme, wie 
sie bei den Disachariden bereits mehrfach in den Hiinden E. 
Fischers”) und seiner Mitarbeiter zum Ziele gefiihrt haben 
(vgl. auch A. Croft Hill’), E. Armstrong‘), O. Emmerling”). 
Vielleicht wird auch die von C. Neuberg und H. Beitzke®) auf- 
gefundene und von H. Hildebrandt bestitigte synthesenbe 
fordernde ‘) Wirkung des immunisatorisch erzeugten Antiemulsins 
fiir einen kiinstlichen Aufbau der Raffinose herangezogen werden 
k6énnen. 


') Die Fermenthydrolyse dieser Stoffe soll im Hinblick auf diese 
Theorie studiert werden. 

*) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 36, 3144. 1902. 

5) Proceed. of the royal society 76, 592. 1906. 

*) Journ. of chemical society 78, 634. 1898. 

5) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 84, 600, 2206. 1901. 

*) Verhandl. d. deutsch. patholog. Ges. 8. Tagung 1904, 160. 

* C. Neuberg und H. Beitzke, Virchows Arch. 183, 169. 1005 
H. Hildebrandt ebenda 184, 325. 1906. 
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Es ist reizvoll, eine ailnliche Untersuchung tiber die modg- 
liche Herausschiilung eines Sacharosekernes auch auf die natir- 
lichen Isomeren und Homologen der Raffinose auszudehnen. In 
der Tat konnte bereits festg¢stellt werden, dali der seltene Zucker 
Stachyose, der ein nicht reduzierendes Tetrasacharid der Forme! 
Cy, HO; ist und bei der vollkommenen Hydrolyse in 2 Mole- 
kiile Galaktose, 1 Molekiil Fruchtzucker und 1 Molekiil Glu 
kose zerfallt, durch Emulsin zerlegt wird; doch stand bisher fiir 
eine genaue Charakterisierung der fermentativen Spaltungspro- 
dukte nicht hinreichend reines Material zur Verfiigung. 

SchlieBlich sei noch erwihnt, daf’ ein anderes wie Emulsin 
auf Raffinose wirkendes Ferment bisher nicht sicher nachgewiesen 
werden konnte. Die dem Emulsin in mancher Hinsicht  ver- 
gleichbare Kefirlaktase') zerlegt zwar Raffinose, aber so wie die 
Raffinomelibiasen unter Fruktoseabspaltung, und ebenso verhalt 
sich das Enzymgemisch von Aspergillus niger. Die Zerlegung 
von Raffinose in d-Galaktose und Rohrzucker ist also eine recht 
charakteristiseche Emulsinwirkung, auf die sich auch eine sehr 
scharfe Methode der Erkennung kleinster Raffinose- 
mengen griinden libt (siehe dariiber S. 535). 

Nicht zum mindesten von technischen Gesichtspunkten 
aus ist die Uberfiihrung der Raffinose in Rohrzucker ein beachtens- 
werter Vorgang, da cr geeignet erscheint, der Zuckerindustrie fiir 
die augenblicklich im Vordergrunde des Interesses stehende Raffi- 
nosefrage einen Weg der Lisung zu zeigen. 

Wie schon erwiihnt, steigt in manchen Jahren die Menge der 
Raffinose in der Riibe so erheblich, da®B es sich in bestimmten 
Stadien des Raffinationsbetriebes (Melasse) bis zu 20 und mehr 
Prozent anhiuft. Die hauptsiichlichste und gewinnbringendste 
Verwertung der Melasse als Speisesyrup wird hierdurch aber nicht 


‘) Die Spaltbarkeit von Raffinose durch Kefirlaktase ist bereits 
friiher untersucht, doch widersprechen sich die Angaben der Autoren 
ivgl. Sechnurmanns Steekhofen (Kochs Jahresberichte iiber Girungs- 
organismus 1891, 136) und Beyerinck (Centralbl. fiir Bakteriologie und 
Bakterienkunde 6, 44)|. Die Raffinose wird von einem wiisserigen Auszug 
der kiiuflichen Kefirkirner schon nach einigen Stunden stark zerlegt. Da- 
bei tritt zuniichst von den Monosachariden allein Fruktose auf: ob bei 
fortgesetzter Einwirkung auch die anderen Sechskohlenstoffzucker im freien 
Zustande erscheinen, ist nicht untersucht. 


























Zur Kenntnis der Raffinose. 529 


unerheblich erschwert; denn durch das meist erfolgende Auskri 
stallisieren von fester Raffinose bleibt er nicht ..blank* und wird 
unansehnlich. Durch Behandlung mit Emulsin laBt sich die 
Raffinose der Melasse in Rohrzucker iiberfiihren, wodurch eine 
Triibung der Svrupe durch nachtriigliche Kristallisation ausge 
schlossen wird. Die Cberfiihrung in Rohrzucker gewiihrt aber 
noch einen anderen Vorteil; wihrend die Raffinose nur eine mini 
male SuGkraft besitzt, kommt bei der angegebenen Spaltung 
das hohe SiBungsvermoégen ihrer Rohrzuckergruppe voll zur 
Geltung. Natiirlich kann man in praxi statt des gereinigten 
Emulsins rohe, fein zerkleinerte Mandeln anwenden, die ja in die 
Melasse keine fremden Bestandteile hineinbringen, héchstens ihr 
einen angenehmen Geschmack und Geruch erteilen. Das Emul- 
sinverfahren erlaubt also, die durch ungewohnliche Vorgiinge in 
der Riibe verursachten Verluste an SiBkraft durch Riickverwand- 
lung der Raffinose in Rohrzucker wieder einzubringen. 


Experimenteller Teil. 
Mitbearbeitet von stud. phil. F. Marx). 


A. Spaltung der Raffinose durch Emulsin. 


') wurden in 100 cem Wasser gelost, 


10 g reine Raffinose 
nach dem Abkiihlen mit 3 g festem Emulsin*) versetzt und unter 
Zusatz einiger Tropfen Toluol in einem verschlossenen GefaB im 
Brutschrank bei 38° aufbewahrt. Die anfangs nicht reduzierende 
Fliissigkeit zeigt am niichsten Tage deutliches Reduktionsvermégen, 
dessen Starke bei weiterem Verweilen im Brutschrank wiichst 
Gleichzeitig kann man eine deutliche Abnahme des Drehungsver 
mégens konstatieren, wie aus folgender Tabelle hervorgeht: 

Drehung im 2-Dezimeterrohr in einem Prozente Trauben- 
zucker angebenden Polarisationsapparat: 

Antangsdrehung + 9,4 °/o 
nach 2 Tagen + 8,5° 
nach 6 Tagen + 6,8°/o 
nach 12 Tagen + 5,0°/5 


') Den gribten Teil der zu den folgenden Versuchen benutzten 
Raffinose, ein fast reines Priiparat, verdanken wir der Gite des Herrn 
Direktors Siegert von der Zuckerraffinerie Hildesheim, dem auch 
an dieser Stelle dafiir verbindlichst gedankt sei. 


> 


Uber die event. Reinigung des Fermentes, siehe S. 53s. 
gung 
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Allein diese Zahlen geben kein klares Bild der stattgefun- 
denen Zerlegung, da sehr erhebliche Mengen Eiwei8 und wohl 
auch optisch aktiver Spaltungsprodukte aus den Proteinsubstanzen 
des Emulsinpriiparates in Lisung gehen. DaB iiberdies die Ge- 
schwindigkeit der Zerlegung von der Quantitaét wie von der Giite 
des benutzten Emulsins abhangt, zeigt die folgende Tabelle: 

Drehung im 1-Dezimeterrohr an einem Prozente Trauben- 
zucker anzeigenden Polarisationsapparat. 

Anfangsdrehung 5,6 "/y 
nach 2 Tagen 4,55°/5 
nach 4 Tagen 3,75° 5 
nach 6 Tagen 
nach 8& Tagen 3 
nach 11 Tagen 2, 
nach 20 Tagen 2 

Hier war gleichfalls eine Losung von ungefahr 10 g Raffinose 
in ca. 100 com Wasser verwendet und mit einem Gramm eines 
anderen Emulsinpriparates behandelt. 

Sicherer ist es daher, den Fortgang der Reaktion durch Be- 
stimmung des Reduktionsvermégens zu verfolgen. Hierbei findet 
man folgendes (bei genauer Beriicksichtigung des Volumens): 

Verwendet wurde eine n 10 Raffinoselésung = 5,94 g Trisacha- 
rid (C;3Hs20;, -++ 5 HeO) in 100,0 com Wasser. Bei vollstandiger 
Hydrolyse kénnten entstehen 5,40 g Monosacharide, deren Reduk- 
tionsvermégen praktisch als gleich angenommen werden kann. 
Die erhaltenen Quantitéten Kupferoxydul entsprachen : 


nach 2 Tagen 0,0286 g Hexose = 5,3°/» 


nach 4 Tagen 0,0474 g Hexose = 8,8°/o 
nach 8 Tagen 0,0975 g Hexose = 13,1°/y 
nach 16 Tagen 0,1560 g Hexose = 29,0°/, 





der méglichen Menge 
Monosacharide. 





Ks wird also je nach der Wirksamkeit des angewandten Emul- 
sins in kiirzerer oder langerer Zeit ein Endzustand erreicht, in 
welchem die Abspaltung von héchstens einem Driitel der im Tri- 
sacharid vorhandenen 3 Monosacharide vollzogen ist. 


Auch bei monatelanger Aufbewahrung im Brutschrank oder 
bei Zimmertemperatur steigt die Menge des abgespaltenen oder re- 
duzierenden Zuckers nicht. 
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B. Isolierung der durch Emulsin aus Raffinose abgespaltenen 
d-Galaktose. 

Eine Lésung von 10 g Raffinose in 100 g Wasser, die drei 
Wochen mit 3 g Emulsin behandelt war, wurde filtriert, dann auf 
dem Wasserbade eingeengt und nochmals von den flockig ausge- 
schiedenen Proteinsubstanzen abfiltriert. Des Filtrat wurde nun- 
mehr mit dem gleichen Volumen Alkohol und 3 g Methylphenyl- 
hydrazin versetzt. Die zu diinnem Sirup eingeengte Fliissigkeit 
erstarrte bald zu einem Brei schwach gelb gefiarbter Kristalle. 
Nach 24 Stunden wurden dieselben abgesaugt, erst mit kaltem 
Wasser und dann mit Alkohol ausgewaschen. Dabei hinterblieb 
eine farblose Kristallmasse, die zur Reinigung aus viel heifem 
Wasser umkristallisiert wurde. Die Verbindung scheidet sich in 
prismatischen Saéulen aus, die den Schmelzpunkt 191° und die 
Zusammensetzung eines Hexosemethylphenylhydrazons besitzen : 

0,2034 g angewandte Substanz ergaben 17,0 cem feuchten 
Stickstoff bei 19° und 770 mm. 


Ber. fiir C;H,00;: N - N (CHs) (CeHs) = CisHeo N20; 
es a 


Gef. N 9,869. 


Durch eine ungenaue Literaturangabe tiber den Sclimelz- 
punkt von d-Galaktosemethylphenylhydrazon, niimlich 180°, wur 
den wir anfangs irregefiihrt, bis sich zeigte, daf aus reiner Galak 
tose dargestelltes Methylphenylhydrazon am selben Thermometer 
mit dem Produkt aus Raffinose ebenfalls bei 191° schmilzt und 
sich auch sonst diesem gleich verhilt (iibrigens schmilzt d-Glu- 
kosemethylphenylhydrazon, das im Gegensatz zum d-Galaktose- 
methylphenylhydrazon in Wasser und Alkohol leicht léslich ist, 
bei 130° und d-Fruktosemethylphenylhydrazon, das sich nur selir 
schwer in festem Zustande abscheidet und sich spielend in Wasser 
und Alkohol list, bei 116 bis 120°). 

Die Ausbeute an reinem d-Galaktosemethylphenylhydrazon 
aus 10 g durch Emulsin gespaltener Raffinose schwankte in den 
verschiedenen Darstellungen, betrug aber bis 92°/9 der Theorie, 
bei eventuell nochmaliger Spaltung der Mutterlauge (siehe 8. 534). 
Um die Reinheit des d-Galaktosemethylphenylhydrazons auch auf 
anderem Wege zu beweisen, wurden schlieBlich 5,7 g desselben 


oa 
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nach dem Verfahren von O. Ruff und G. Ollendorf') mittels 
Formaldehyd gespalten, wobei 3,45 g, d. h. fast die theoretische 
Ausbeute, an sofort kristallisierender d-Galaktose erhalten wurden 

Das aus Methylalkohol umkristallisierte Priiparat schmolz 
bei 163°. 

Die Analyse der im Vakuum bei 40° getrockneten Substanz 
zeigte die Reinheit der d-Galaktose. 

0,1622 g Substanz lieferten 0,2375 g COs und 0,0945 ¢g H.O. 
Ber. fiir C;H,;2,0;: C = 40,00 ° 9, H == 6,67 "9 
Gef. C = 40,11 °/o, H = 6,49 "Yo. 

Weder in den Mutterlaugen des rohen noch des unkristalli 
sierten d-Galaktose-Methylphenylhydrazons konnte ein anderes 
Hydrazinderivat eines 6 - Kohlenstoffzuckers oder Disacharides 
nachgewiesen werden, soda d-Galaktose mit Sicherheit die einzig 
reduzierende Zuckerart ist, die bei der Zerlegung der Raffinose 
durch Emulsin auftritt. 


(. Isolierung des durch Emulsion aus Kaffinose abgespaltenen 
Rohrzuckers. 

Zur Gewinnung von Rohrzucker aus den Produkten der Hy) 
drolyse von Raffinose durch Emulsin kiénnen zweckmiibig die 
Mutterlaugen des rohen d- Galaktose - Methylphenylhydrazons 
dienen. 

Die vom d-Galaktose-Methylphenylhydrazon abgesaugte dicke 
Lésung samt der wisserigen Waschfliissigkeit wird im Scheid 
trichter zur Entfernung der iiberschiissigen Hydrazinbase mit 
Ather ausgeschiittelt, solange sich der letztere fairbt, und dann in 
der Siedehitze mit Knochenkohle behandelt. Es resultiert ein 
wasserklares Filtrat von nur ganz minimalem Reduktionsvermégen, 
welches auf Spuren in Lésung gebliebenen freien oder an d-Gia 
laktose gebundenen Methylphenylhydrazins zu beziehen ist. 

Ergibt eine Wigung des zuvor abgeschiedenen d-Galaktose 
Methylphenylhydrazons (siehe oben), dafi eine annihernd vyoll- 
stiindige Spaltung der Raffinose stattgefunden hat, so kann die 
entfirbte Fliissigkeit direkt auf Rohrzucker verarbeitet werden. 
Zu diesem Zwecke wird sie auf dem Wasserbade zu diinnem Sirup 


”) Ber. d. deutsch. chem. Ges. $8, 2334. 1899. 
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eingeengt und dann mit heiBem Methylalkohol ausgezogen. Dieser 
nimmt kleine Mengen ungespaltener Raffinose auf, die sich nach 
C. Scheibler') ca. 25mal leichter als Rohrzucker in Holzgeist 
lost. Den restierenden, z.T. erhartenden, aber nicht kristallisieren- 
den Sirup lést man zu einer etwa 10°/,igen Lésung in destilliertem 
Wasser, kiihlt ab, fallt ihn durch eine eiskalt gehaltene Lisung 
von Phosphorwolframsaure, filtriert sofort von dem sich schnell ab- 
setzenden Niederschlage ab und la@t das Filtrat in iiberschiissiges 
Barytwasser tropfen. Die vom phosphorwolframsauren Baryt be 
freite Liésung wird auf dem Wasserbade eingeengt, mit der etwa 
20fachen Menge absoluten Alkohols und dann solange mit Baryt 
wasser versetzt, als noch ein Niederschlag entsteht. Derselbe wird 
nach einiger Zeit abgesaugt und griindlich mit einer Mischung 
gleicher Teile Barytwasser und Alkohol ausgewaschen, dann in 
Wasser suspendiert und mit Kohlensiure unter Zusatz von etwas 
Ammoniumkarbonat anfangs in der Kalte, spiaiter auf dem Wasser- 
bade zerlegt. Die vom Baryumkarbonat abfiltrierte Zuckerlésung 
wird wieder auf dem Wasserbade eingeengt, in der gerade nétigen 
Menge heiBen Alkohol gelést, von den in der Kilte sich absetzen- 
den geringen sirupésen Abscheidungen abgegossen und nunmehr 
der freiwilligen Verdunstung tiberlassen. Dabei hinterbleibt eine 
dicke Kristallmasse, die man nach einigen Tagen in einer Reib- 
schale mit 90°/9igem Alkohol verreibt, dadurch von der anhingen- 
den Mutterlauge befreit und nach dem Abfiltrieren aus heiBem 
Alkohol umkristallisiert. Die so erhaltene Substanz ist Rohrzucker. 

0,1468 g Substanz (im Vakuum getrocknet) ergaben 0,2274 g 
COz und 0,0899 g H20. 

Ber. fiir C)gHe20i;: C = 42,11 °/o, H = 6,43 °/5 
Gel. C= 41,77 */,, B= 6,80 “/c. 

0,4820 g Substanz in 10,0 com Wasser gelést zeigten bei 
einem spezitischen Gewicht von 1,018 bei 16° eine Drehung von 
+ 6° 33' = + 6,55°; daraus ergibt sich {a} p14 4+-66,7°. Dieser 
Wert stimmt mit dem fiir reine Sacharose ausgezeichnet tiberein. 

Auberdem wurde dieses aus Raffinose erhaltene Disacharid 
durch Inversion sowie durch alle in der Einleitung angegebenen 
Proben als Rohrzucker identifiziert. 


1) Ber. d. dtsch. chem. Ges. 19, 2872. 186. 
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Ergibt die Wagung des d-Galaktose-Methylphenylhydrazons, 
daB die Hydrolyse der Raffinose durch Emulsin noch nicht ange- 
nahert vollstindig ist, so mu8 man zur Darstellung des Rohrzuckers 
die ausgeatherte und entfarbte Fliissigkeit zuvor einer nochmaligen 
Spaltung durch das Ferment unterwerfen. Auch auf anderem Wege 
als durch Bestimmung der in Freiheit gesetzten Galaktose — sei es 
als Methylphenylhydrazon, sei es durch Bestimmung des Reduk- 
tionsvermégens — kann man sich leicht iiber die Héhe der Rohr- 
zuckerbildung aus Raffinose orientieren. Denn die nach der Ab- 
scheidung der Galaktose (in Form des Methylphenylhydrazons) 
iibrig bleibende rechtsdrehende Fliissigkeit mu nach dem Auf- 
kochen mit Saéuren Linksdrehung aufweisen infolge Bildung von 
Invertzucker |a@}p = ca. — 20°); ist dagegen noch viel ungespal- 
tene Raffinose vorhanden, so erzielt man durch Kochen mit 
Sauren keine Linksdrehung, sondern die Fliissigkeit bleibt dextro- 
gyr, da die invertierte Raffinose ein Drehungsvermégen von ca. 
+ 53,5° zeigt. 

Die Menge des in Substanz isolierten Rohrzuckers betrug im 
Durchschnitt aus mehreren gut gelungenen Versuchen ca. 50°/, 
der Theorie. Das kann angesichts der vielen miihevollen und ver- 
lustreichen Operationen nicht wundernehmen. Bestimmt man 
aber im Filtrat vom Galaktose-Methylphenylhydrazon die Menge 
der vorhandenen Sacharose polarimetrisch nach Clerget-Herz- 
feld, so findet man bei gutem Verlauf der enzymatischen Spaltung 
bis 80—90°/9 der méglichen Quantitét, d. h. eine bei einem fer- 
mentativen ProzeB durchaus befriedigende Menge. 














Uber den Nachweis kleiner Mengen von Raffinose. 


Von 
Carl Neuberg und Fritz Marx. 


Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der 
Universitit Berlin. 


(Eingegangen am 5. Februar 1907.) 


Es ist bisher kaum moglich, kleine Mengen von Raffinose 
nachzuweisen, namentlich dann nicht, wenn sich das Trisacharid 
in Spuren neben anderen Kohlehydraten vorfindet. E. 0. 
von Lippmann schreibt tiber diesen Punkt in seinem bekannten 
Handbuche'): ,,Die zum qualitativen Nachweis der Raffinose an 
gegebenen Verfahren sind simtlich von nur bedingtem Werte : 

Nur wenn Raffinose in reinem Zustande vorliegt oder ihre 
Beimischung zu anderen Zuckerarten mehrere Prozent betriigt, 
kénnen die Anhaltspunkte verwertet werden, die durch die pola- 
rimetrischen Daten vor und nach der Inversion, sowie durch das 
Vorhandensein der Galaktosegruppe (Schleimsiurebildung)*) ge 
geben sind. Aber auch diese Kriterien versagen, wenn optisch 
aktive Nichtzuckerstotfe sowie Pektinkérper*) (wie z. B. in der Me 
lasse) vorhanden sind. Befindet sich die Raffinose zu kleinerer 
Quantitat in Gemischen mit reduzierenden Mono- und Disacha- 
riden, so ist tiberhaupt keine Methode des Nachweises bekannt. 

Ein Verfahren zur Erkennung der Raffinose lift sich nun aut 
die im voraufgehenden beschriebene Spaltbarkeit durch Emulsin 


') Chemie der Zuckerarten, 3. Aufl. 2, 1650. 

*) A. Herzfeld, Ztschr. d. Vereins d. deutsch. Zuckerindustrie 42, 150. 

3) A. Wohl u. von Niessen, Ztschr. d. Vereins d. deutsch. Zucker- 
industrie 88, 655 und 924. 
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griinden fiir alle die Fille, in denen Raffinose neben nichtredu- 
zierenden Zuckerarten vorhanden ist, namentlich fiir den prak- 
tisch bei weitem wichtigsten Fall des Nachweises von Rafi- 
nose im Rohrzucker. Wie zuvor beschrieben ist, zerfallt die 
Raffinose unter dem Einflu® des Emulsins in die reduzierende 
d-Galaktose und in nicht reduzierenden Rohrzucker. Nun ist 
schon lange bekannt, und wir haben uns von neuem wieder da- 
von Uberzeugt, daB Rohraucker gegen Emulsin absolut bestandig 
ist, d. h. er wird auch bei langerer Bertihrung mit Emulsin nicht 
zu reduzierenden Zuckerarten invertiert. Daher zeigt das Auf- 
treten einer Reduktion nach der Behandlung eines Rohrzucker- 
Raffinosegemisches mit Emulsin, die auf der Abspaltung von 
Galaktose beruht, mit groBer Schirfe die Raffinose an. 

Es war a priori durchaus nicht ausgeschlossen, daf die Hy- 
drolyse von Raffinose durch Emulsin bei Gegenwart eines enormen 
Uberschusses') an Rohrzucker ausblieb. Der Versuch entschied 
jedoch erfreulicherweise in entgegengesetztem Sinne, indem die 
Emulsinwirkung auf Raffinose noch eintritt, wenn sich ein Teil 
des Trisacharides neben 100 bis 250 Teilen Rohrzucker findet. 

A. Digeriert man 1,0 cem einer wiisserigen Lésung, die 10 g 
Rohrzucker und 0,1 g Raffinose in 100 ccm Wasser enthilt, mit 
einer Messerspitze Emulsin unter Zusatz eines Tropfens Toluol 
24 Stunden im Brutschrank bei 38°, so reduziert die vorher un- 
wirksame Fliissigkeit Fehlingsche Lésung sehr deutlich, und 
nach 36 bis 48 Stunden ist der Ausfall der Reduktionsprobe noch 
viel stiirker, d. h. es kénnen 0,01 g Raffinose neben der hundert- 
fachen Menge Rohrzucker erkannt werden. 

B. Behandelt man in derselben Weise 1,0 cem einer Lésung, 
die 0,04 g Raffinose und 10 g Rohrzucker in 100 cem enthalt, in 
gleicher Weise mit Emulsin, so ist nach 24stiindigem Stehen im 
Brutschrank bei 38° die Reduktion von Fehlingscher Flissigkeit 
schon nachweisbar, aber sie wird durch die Biuretreaktion haufig 
gestért, die von dem in Lésung gegangenen Eiweif des Emulsins 
und dem Kupfersalz der Fehlingschen Lésung herriihrt. Nach 
48 Stunden jedoch ist auch hier die Reduktion ohne weiteres er- 


‘) Rohrzucker ist ja gerade ein Spaltungsprodukt der Kaffinose durch 
Emulsin, und man kennt eine Anzahl von Fallen, wo die Produkte der 
fermentativen Hydrolyse die Zerlegung hemmen. 
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sichtlich, d. h. es kann ein Teil Raffinose neben der 250fachen 
Menge Sacharose nachgewiesen werden. 

Fiir die praktischen Bediirfnisse der Zuckerindustrie ist es 
von Wichtigkeit, daBS die Wirkung des Emulsins auch bei der 
schwach alkalischen Reaktion des technischen Rohrzuckers ein- 
tritt. Versetzt man die obige Zuckerlésung A mit Phenolphtalein 
und soviel n/10-Natronlauge, daf gerade eine Rétung eintritt, so 
verschwindet diese Rotfiirbung beim Zusammenbringen des 
Emulsins mit der Lésung wegen der Bindung des Alkalis an das 
amphotere Eiwei8 des Enzympriiparates, und nach 24stiindiger 
Digestion tritt Reduktion von Fehlingscher Lisung ein.  Ver- 
wendet man soviel Zuckerlésung, dai ihr Alkali nicht von den 
Proteinsubstanzen des Emulsins gebunden wird, oder setzt man 
mehr n/10-Lauge hinzu, d. h. wenn in beiden Fallen die Fliissig- 
keiten auch nach dem Schiitteln mit Emulsin noch gegen Phenol- 
phtalein alkalisch reagieren, so tritt trotzdem Spaltung und Re- 
duktionsvermégen auf. Immerhin empfiehlt es sich, alkalische 
Losungen nach Méglichkeit zu vermeiden und vor der Einwirkung 
des Emulsins neutrale Reaktion gegen Phenolphtalein herzustellen. 

Lie® sich also bis vor kurzem Raffinose durch kein bekanntes 
Reagens neben Rohrzucker nachweisen (v. Lippmann’), hat man 
jetzt in der Emulsinspaltung eine auch den praktischen Bediirf 
nissen genitigende Methode zur qualitativen Bestimmung kleinster 
Raffinosemengen. 

Bei Gegenwart reduzierender Zucker versagt natiirlich auch 
das Emulsinverfahren, das sich ja auf das Auftreten gerade des 
Reduktionsvermégens griindet. Aber auch andere nicht reduzie- 
rende, durch Emulsin spaltbare Polysacharide diirfen nicht zu 
gegen sein, wie eventuel] die seltenen lsomeren der Raffinose oder 
die Stachyose (siehe 8.528). Allein das Vorkommen dieser 
Zuckerarten ist ein sehr seltenes und kann speziell fiir die Riiben 
zuckerpraxis nach den heutigen Kenntnissen als ausgeschlossen 
gelten. In anderen Fallen mu auch auf die Méglichkeit Riick- 
sicht genommen werden, da eigentliche Glukoside zugegen sind, 
die von Emulsin ja zum Teil ebenfalls hydrolysiert werden. 

Um vor Trugschliissen sicher zu sein, mu8 man fiir die 
analytischen Zwecke ein einwandfreies Emulsin verwenden; die 


*) Chemie d. Zuckerarten, 3. Aufl., 2, 1653. 
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kiiuflichen Priiparate sind durchaus nicht immer tadellos; es 
kommen nimlich im Handel Emulsinsorten vor, die zwar an 
sich nicht oder nur minimal reduzieren, aber ohne besonderen 
Zusatz eines hydrolisierbaren Kohlehydrates allein bei der Di. 
gestion mit Wasser eine reduzierende Lésung geben; vielleicht 
riihrt dieses Verhalten von einem geringen Gehalt an einem 
Glukoside her. Solche Praiparate kann man in folgender Weise 
reinigen: Man schiittelt 10 g kaufliches Emulsin mit 100 bis 
200 ccm Wasser unter Zusatz einiger Tropfen Toluol zwei Stunden 
auf der Maschine, lat 24—36 Stunden stehen und _filtriert 
nach dieser Zeit. Die klare Lésung versetzt man mit dem vier- 
fachen Volumen absoluten Alkohols und sammelt die flockige 
Ausscheidung nach einer halben Stunde auf einem Filter und 
wiischt sie mit Alkohol und Ather aus. Reduzierende Begleiter 
des Emulsins bleiben im wisserigen Alkohol, waihrend das so ge- 
reinigte Priiparat weder an sich noch bei der Digestion mit Wasser 
reduzierend wirkt, aber gut spaltet und haltbar ist. 

Will man jede Méglichkeit einer Tiaiuschung ausschlieBen, so 
kann man auch folgende Kontrollproben anstellen: a) die Lésung 
der raffinosehaltigen Substanz mit Emulsin, b) eine Rohrzucker- 
lésung mit Emulsin, c) Emulsin mit Wasser, d) die Lésung der zu 
untersuchenden Substanz mit einer Emulsinsuspension in Wasser, 
die zuvor °/, Stunden auf 100° erhitzt ist. Nachdem samtliche 
Proben mit einem Tropfen Toluol versetzt sind, werden sie im 
verschlossenen Reagenzglase im Brutschrank 24 bis 48 Stunden 
belassen: nur a) darf dann Fehlingsche Lésung reduzieren. 

Ein einmal gepriiftes Emulsinpraparat, das lange Zeit wirk- 
sam und einwandfrei bleibt, kann man jedoch ebenfalls anstands- 
los verwenden. 


Untersucht man mit diesem Verfahren den Rohrzucker des 
Handels, so findet man ihn in der Mehrzahl der Fille frei von 
Raffinose; einige Male jedoch war Trisacharid nachweisbar. 








Reduktionen in der Zuckerreihe mittels metallischen 
Caleciums. 
Von 
Carl Neuberg und Fritz Marx. 


Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der 
Universitat Berlin ) 


(Eingegangen am 5. Februar 1907.) 


Bei dem synthetischen Ausbau der Zuckergruppe haben die 
Reduktionen einerseits der Siurelaktone zu den Aldosen, anderer- 
seits die der letzteren wie der Ketosen zu den entsprechenden Al- 
koholen eine bedeutende Rolle gespielt. Diese Reduktionen sind 
seinerzeit von E. Fischer mit Natriumamalgam ausgefiihrt und 
haben die zwar siegreich iiberwundenen, aber immerhin vorhan- 
denen Schwierigkeiten mit sich gebracht, denen man sich meist 
gegentiber sieht, wenn es gilt, anorganische Natriumsalze von Sub- 
stanzen aus der Kohlehydratgruppe zu trennen. Es war zu er- 
warten, da man diese Schwierigkeiten wesentlich wiirde verrin- 
gern bezw. umgehen kénnen, wenn man an Stelle des Natriums 
das jetzt leicht erhiltliche metallische Calcium ') anwenden wiirde 

Im folgenden sei die Darstellung mittels Calciums von teil- 
weise schon bekannten Substanzen sowie die des noch unbekannten 
Reduktionsprodukts des Milchzuckers, das Laktobiotit genannt sei, 
beschrieben. 


") Dasselbe wird z. B. von den Elektrochemischen Werken 
Bitterfeld zu billigem Preis in den Handel gebracht und zwar in Stan- 
gen- wie in Griesform. Den gré8ten Teil des zu den folgenden Versuchen 
beniitzten metallischen Calciums verdanken wir der Liberalitét der ge- 
nannten Fabrik, der wir auch an dieser Stelle unseren verbindlichsten 
Dank aussprechen. 
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Wiahrend man Natrium bei der Heftigkeit, mit der es reagiert, 
auf wisserige Losungen nur in Form seines Amalgams einwirken 
lassen darf, kann man das sehr viel trager wirkende Calcium’) in 
manchen Fillenohne weiteres anwenden. Hierfiir fanden wir grobe 
Drehspiine, die aus dem Stangencalcium auf der Drehbank hergestellt 
wurden, recht geeignet. Fiir die Bereitung von Calciumamal- 
gam kann zweckmiifig der kaufliche feine Calciumgries dienen. 
Fiir die Darstellung von Caleciumamalgam gaben Moissan und 
Chavanne®) eine Vorschrift an, deren Ausfiihrung insofern lastig 
ist, als bei ihr das Calcium mit dem Quecksilber geschiittelt werden 
muB. Bei der starken Selbsterwiirmung wahrend der Amalga- 
mierung tritt fast stets ein Springen der GlasgefaBe ein; auBerdem 
ist bei der Darstellung gréBerer Mengen von Calciumamalgam auch 
die mechanische Schiittelung des schweren Quecksilbers mit den 
gewOhnlichen Laborationsmitteln keine Annehmlichkeit. Leicht 
kann man nun im offenen Gefai8 obne Schiittelung in einer Ope- 
ration gréBere Mengen Calciumamalgam darstellen, wenn man eine 
geriumige Reibschale aus dickem Porzellan langsam in einem 
Trockenschrank auf ca. 100" anwiarmt, sie nun mit der nétigen 
Menge Quecksilber fiillt, darnach etwas Calcium eintriigt und mit 
einem gleichfalls angewirmten Pistill verreibt. Dabei tritt die 
Amalgambildung fast sofort ein und schreitet, wenn sie einmal 
eingeleitet ist, durch die Selbsterwirmung auch beim Eintragen 
der Hauptmenge schnell fort. Verwendet wurde ein ungefahr 
3°/oiges Amalgam. 

Das sowohl bei Benutzung von Caleciumdrehspiinen wie von 
Calciumamalgam sich bildende Calciumhydroxyd kann dann je 
nach den gewiinschten Reaktionsverhiltnissen durch gleichzeitiges 
Einleiten von Kohlendioxyd oder nach Beendigung der Reduktion 
durch Oxalsiure, Ammoniumkarbonat usw. quantitativ entfernt 
werden. 

Die Vorteile, die hierdurch gewiahrt werden, sind leicht er- 
sichtlich. 


®) Hinsichtlich der Verwendbarkeit des metallischen Calciums zu 
Reduktionen widersprechen sich die bisherigen Angaben. E. Beckmann 
|Berichte 88, 904. 1905) konnte mit seiner Hilfe verschiedene Reduk- 
tionen in der aromatischen und hydroaromatischen Reihe mit Erfolg aus- 
fiihren, wiihrend B. Setlik (Chem. Ztg. 29, 218. 1905) in einer gleich- 
zeitig erschienenen Arbeit zu dem entgegengesetzten Ergebnis gelangte. 
*) Comptes rendus 140, 125. 1905. 
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A. Reduktion von d-Glukose zu d-Sorbit. 

5 g reiner Traubenzucker wurden in 200 ccm Wasser gelost 
und unter heftigem Turbinieren in kleinen Mengen mit Caleium 
drehspinen versetzt. Wiahrend der Prozedur wird dauernd 
ein lebhafter Strom von Kohlensiure durch die zu reduzierende 
Fliissigkeit geleitet, wodurch die Reaktion anniihernd neutral ge- 
halten wird. Die Reduktion ist beendet, wenn 25 bis 30g Cal 
cium verbraucht sind, wozu etwa 4—5 Stunden nétig sind. Das 
Eintragen des Caleciums muf in solehem Tempo erfolgen, dab 
eine nennenswerte Erwairmung nicht stattfindet. Auf alle Fille 
empfiehlt es sich, die Reduktionsfliissigkeit zu kihlen. 

Sobald das Reaktionsgemisch Fehlingsche Lésung nicht 
oder kaum mehr reduziert, saugt man von dem aus Calciumkar- 
bonat bestehenden Bodensatz') ab, wiischt diesen mit heiBem 
Wasser gut aus und dampft das Filtrat auf dem Wasserbade ein *). 
Dabei scheidet sich zumeist noch etwas Calciumkarbonat aus. 
Ohne von diesem abzufiltrieren, nimmt man den Riickstand in 
heiBem 90°/oigen Alkohol auf, filtriert nunmehr und engt wieder- 
um ein. Der entstandene Sorbit wird am einfachsten mittels 
Schwefelsaéure und Benzaldehyd in die Dibenzalverbindung iiber- 
gefiihrt und kann hieraus in bekannter Weise regeneriert werden. 


B. Reduktion der d-Galaktose zu Dulcit. 


5 g d-Galaktose wurden in 200 ccm Wasser gelést und mit 
metallischem Calcium und Kohlendioxyd unter Turbinieren in 
der beim Traubenzucker angegebenen Weise behandelt. Die Re- 
duktion vollizieht sich in ganz derselben Weise, nur dali der im 
Vergleich zum Sorbit sehr viel leichter kristallisierende Dulcit 
direkt kristallisiert erhalten werden kann. Zu diesem Zwecke wird 
das Filtrat vom Calciumkarbonat zum Sirup eingeengt, dicser 
mehrtfach mit heiBem Alkohol extrahiert, wobei sich nach Verdun- 


*) Wenn die Fliissigkeit durch das abgeschiedene Caleiumkarbonat 
dicklich wird, ist zu verdiinnen, was zugleich aueh das Turbinieren er- 
leichtert. 

®) Reagiert nach beendigter Reduktion die Liisung noch alkalisch, 
so muB das Einleiten von Kohlendioxyd bis zur neutralen Reaktion fort- 
gesetzt werden. Das kann hier wie in den folgenden Fiillen, wo die Re- 
duktionsprodukte gegen Erdalkalien unempfindlich sind, dureh Anwendung 
von Wirme beschleunigt werden. 
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stung der alkoholischen Ausziige der Dulcit direkt abscheidet. Die 
Ausbeute war in diesem Falle recht gut und betrug 4 g. Die Ana 
lvse ergab der Forme! CgHi40, entsprechende Daten. 
0,1256 g Substanz lieferten: 0,1831 COs und 0,0900 H,O. 
Ber. fiir CgH,,Og: © = 39,88 °/o, H = 7,69 "Yo 


Gef. ; C = 39,73 °/,, H = 7.56 "0. 


(. Reduktion von d-Glukosoxim zu d-Glakamin. 


5 g Glukosoxim wurden in 200 cem Wasser gelést und mit 
metallischem Calcium bis zum fast vélligen Verschwinden der 
Reduktion gegen Fehlingsche Lésung unter Turbinieren und 
Kohlensauredurchleiten behandelt; zur Beendigung der Reduktion 
sind etwa 35 g Calcium nétig. Das Filtrat von Calciumkarbonat- 
schlamm wurde im Vakuum eingeengt und weiter nach Ma- 
quenne und Roux') mit Caleiumhydroxydbrei versetzt und dann 
mit heiBem Alkohol extrahiert. Beim Verdunsten des Alkohols 
resultierte ein Sirup, der ohne weiteres nicht kristallisierte; er 
wurde deshalb durch Behandeln mit frisch gefiilltem Cuprihydro- 
xyd in die gleichfalls von Maquenne und Roux beschriebene 
Kupferverbindung CgHi,0;NCu. itibergefiihrt, die aus heibem 
Wasser in schénen hellblauen Blittchen kristallisiert. 

0,1382 g Substanz ergaben: 0,0725 g CuO (= 0,0580 g Cu). 

0,1904 g Substanz verbrauchten (nach Kjeldahl) 6,6 com 
n/10 - HySO, (= 0,0092 g N). 

Ber. fiir CsH;,;0;NCug: Cu = 41,78 °/9, N = 4,61 °/o 
Gef. ‘ Cu = 42,02 °’o, N = 4,82 °%/o. 

Zur weiteren Identifizierung wurde ein Teil des Glukamin- 
kupfers mit Schwefelwasserstoff zerlegt und die resultierende L6- 
sung der freien Base mit der berechneten Menge Pikrinsiure ver- 
setzt; beim Einengen und Zusatz von Alkohol und etwas Ather 
scheidet sich dann das Glukaminpikrat, (sH,;NOs + CgHz(NO-);0H, 
in goldgelben Nadeln vom Schmelzpunkt 135 bis 136° ab. 

0.1441 g Substanz ergaben 17,7 ccm N bei 14° und 749 mm. 

Ber. fiir CyzH:eNyOio: N = 13,66 °/o 
Gef. 7 N = 14,02 °/o. 


*) Comptes rendus 192, 980. 1901; 134, 201. 1902. 
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D. Reduktion von Milchzacker zu Laktobiotit. 


Alkohole, die sich von den Disachariden ableiten, d. h. durch 
Reduktion aus ihnen entstehen, wie Sorbit aus Traubenzucker oder 
Mannit aus Mannose, sind bisher nicht oder kaum bekannt; weder 
von der Maltose noch von Milchzucker sind die entsprechenden 
Derivate beschrieben, nur einen bei der Reduktion von Melibiose 
Ci2He20;; entstehenden syrupésen Koérper erwihnen C.Scheibler 
und H. Mittelmeier') und betrachten ihn als Melibiotit. 

Die Wirkung von naszierendem Wasserstoff auf die Disacha- 
ride mit Aldehydgruppen hat, soweit sie bisher iiberhaupt unter- 
sucht ist, meist zu einer Spaltung der Disacharide gefiihrt. So 
isolierte Bouchardat”®) bei der Einwirkung von Natriumamalgam 
auf Milchzucker Mannit, Dulcit, Hexylalkohol sowie Milchsiure, 
d. h. es war zu einer volligen Spaltung des Disacharides gekom- 
men. Durch Anwendung von Calcium laBt sich die Reduktion 
des Milchzuckers nun so leiten, da® eine Sprengung der Disacha- 
ridbindung unterbleibt, allerdings vollzieht sich die Umwandlung 
der Laktobiose in den Laktobiotit auBerordentlich viel langsamer 
und in geringerer Ausbeute als die Reduktion der Monosacharide. 
Da die Fixierung des Wasserstoffes eine sehr viel schlechtere ist, 
wird der Verbrauch an Calcium erheblich gréBer, und um den 
Wasserstoffverlust einzuschriinken, ist in diesem Falle die Anwen 
dung von Calicumamalgam geboten. 

Die Ausfiihrung der Reduktion gestaltet sich dann folgender- 
maBen: 5g reiner Milchzucker wurden zuniachst in 200 cem Wasser 
gelést und unter Durchleiten von Kohlendioxyd und gleichzeitigem 
Turbinieren mit kleinen Mengen Calciumamalgam versetzt. Die 
Menge des verbrauchten Amalgams schwankte bei den verschie- 
denen Versuchen, betrug aber einen groBen Uberschufb iiber die 
Theorie. Infolgedessen war es nétig, mehrfach von dem Queck- 
silber-Calciumkarbonatschlamm abzusaugen, bei neutraler Reaktion 
einzuengen und wieder von neuem zu reduzieren. Auf diese Weise 
dauert es in der Regel zwei bis drei Tage, bis das Reduktionsver- 
mégen verschwunden war. Die schlieBlich resultierende Lésung 
des Laktobiotits enthalt diesen neben einer Reihe von Verunreini- 
gungen, namentlich solcher von saurem Charakter; offenbar ist es 


) Berichte. 22, 3118. 1889. 
Ann. de chimie et de physique (4. 27, 75). 
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wiahrend der langen Dauer des Prozesses zu einer Sacharin- und 
Isosacharinbildung unter dem Einflu®B von Caleiumhydroxyd oder 
Karbonat gekommen, die sich nicht véllig vermeiden laBt. Das 
dokumentiert sich dadurch, da&i neben dem Alkohol lésliche, durch 
Kohlensiiure nicht zersetzbare Kalksalze vorhanden sind. Ihre 
Beseitigung kann auf doppeltem Wege erreicht werden, entweder 
entfernt man das geléste Calcium durch genaue Ausfillung mit 
Oxalsiiure oder in der Siedehitze mit Ammonkarbonat, filtriert und 
dampft bei niederer Temperatur ein. Durch Ausziehen des resul- 
tierenden Syrups mit heiBem Alkohol und Fallung mit Ather, 
mehrfache Wiederholung dieser Prozedur und schlieBliches Kri- 
stallisierenlassen aus heiBem Alkohol erhalt man endlich reinen 
Laktobiotit. Durch diese vielfachen MaBnahmen wird die Ausbeute 
an dem gesuchten Reduktionsprodukt auBerordentlich gering und 
iibersteigt ein halbes Gramm nicht. Selbst diese Quantitit wird 
nicht erhalten, wenn man den Calciumkarbonat-Quecksilber- 
schlamm') bei den verschiedenen notwendigen Filtrationen nicht 
auGBerordentlich sorgfiltig mit siedendem Wasser auswischt. 

Der Laktobiotit bildet eine farblose weiBe Kristallmasse ohne 
scharfen Schmelzpunkt, die Substanz briunt sich von etwa 200° 
ab und ist bei 280° noch nicht geschmolzen, doch erhalt man 
hierbei geringe Mengen eines weiBen Sublimats. Die Substanz 
schmeckt schwach sii8 mit bitterem Nachgeschmack, sie reduziert 
Fehlingsche Lésung nicht, erlangt aber nach dem Kochen mit 
Siuren Reduktionsvermégen, offenbar wird sie dabei in d-Galak- 
tose und in d-Sorbit gespalten*). C,2Hes0,; + HeO = CsHi20¢ 
+ CsH4Os. Die Analyse der im Vakuum bei 40° getrockneten 
Substanz bestiitigte die Formel CjoH.,0,;. 


*) Dieser Schlamm hilt eine grobe Menge von Quecksilber zuriick, 
das daraus nach Herauslisung des Kalks mit verdiinnter Salzsiure leicht 
wiedergewonnen werden kann. Ein Teil des Quecksilbers durchdringt 
jedoch das Filter, sammelt sich im Filtrat und kann in der iiblichen 
Weise entfernt werden. 


*) Nach der Hydrolyse einer kleinen Menge (0,25 g) Laktobiotit mit 
verd. H,SO, und nach deren Entfernung durch BaCO, resultiert ein redu- 
zierender Zuckersyrup, aus dem man mittels Methylphenylhydrazin leicht 
reines d-Galaktose-methylphenylhydrazon vom Schmelzpunkt 189 bis 190° 
‘ jsolieren kann, wiihrend d-Glukosemethylphenylhydrazon bei 130° schmilzt 
C. Neuberg, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 84, 965. 1902), 








Reduktionen in der Zuckerreihe mittels metallischen Calciums. 545 


0,1516 g Subst. gaben 0.2312 g CO. und 0,0964 g HeO 

Ber. fiir C;2H40;; : C = 41,86°/,.; H = 7,00°%/o. 

Gef. C = 41,58°% 9; H 7,14°, 

Der Laktobiotit lést sich leicht in Wasser, schwer in Alkohol 
und nicht in Ather. Auch in Benzolkohlenwasserstoffen sowie in 
Chloroform ist er unléslich. 

Der Laktobiotit ist der erste, in reinem kristallisiertem Zu- 
stande erhaltene Alkohol eines Disacharides. Der Melibiotit von 
+. Scheibler und H. Mittelmeier ist nur in sirupéser Form er 
halten worden, so daf sich tiber seinen Reinheitsgrad nichts Siche- 
res aussagen lilt '). 





1) Die Angabe von Scheibler und Mittelmeier (Ber. 28, 3122. 
1889), daB die Hydrolyse des Melibiotits Galaktose und Mannit ergebe, 
diirfte unzutreffend sein; der neben Galaktose auftretende Alkohol wird 
d-Sorbit sein. Denn durch Reduktion von Glukose entsteht Sorbit, wahrend 
Mannit aus der Mannose hervorgeht. 
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